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INTRODUCCION
1.- INTRODUCCIÓN
INTRODUCCIÓN
1. CARACTERíSTICAS MICROBIOLÓGICAS DE Streptococcuspneumon¡ae
Sí pneuinoniae (Chester, 1901), fue denominado en principio Micrococcus pneutnoniae
(Klein. 1884) y, más adelante, D¡~/ococcus pneumoniae (Weichselbaum, 1886) debido a su
morfología típica de cocos ovales o esféricos, con un tamaño de entre 0,5 y 1,25 ttm de
longitud, agrupados en parejas, aunque a veces aislados o en cadenas cortas. Cuando se
encuentran en parejas, los extremos distales toman una forma lanceolada. Neumococo es un
microorganismo inmóvil, no forma esporas y, en aislamientos primarios, generalmente
presenta cápsula polisacaridica. Es una bacteria Gram-positiva aunque, en cultivos
sometidos a una incubación prolongada, pueden presentar una tinción (iram-negativa.
Neumococo produce un halo de a-hemólisis cuando se incuba en agar-sangre en
condiciones de aerobiosis: si la incubación se lleva a cabo en anaerobiosis se produce 13-
hemólisis por la acción de la neumolisina (Brzin, 1969). Sobre agar-sangre, las colonias
fbrmadas por las cepas capsuladas presentan un fenotipo brillante y liso, de aspecto mucoso.
Las colonias jóvenes son convexas pero, al ir envejeciendo se hunden en su zona central,
debido a la autolisis, tomando un aspecto de cráter. lo cual es un carácter más que permite
su diferenciación del resto de estreptococos.
2. IMPORTANCIA CLiNICA DE Streptococcus pneumoniae
S. pneumoniae es uno de los principales patógenos humanos, especialmente para la
población infantil y las personas mayores de 60 años. La neumonia es actualmente la cuarta
causa de mortalidad en el mundo según la Organización Mundial de la Salud (OMS) y el
neumococo, en concreto, es el agente causante de entre el 10 y el 25% de los casos.,
produciéndose cada año un millón de fallecimientos entre la población menor de 5 años a
causa de la neumonía neumocócica (Sahn, 1990). En Estados Unidos, S. pneumoniae es el
principal agente etiológico de la neumonía adquirida en la comunidad, y el segundo
patógeno productor de meningitis. Además de estas infecciones graves, neumococo es al
causante de más de la mitad de las otitis medias en niños y de un porcentaje considerable de
sinusitis y conjuntivitis (Mufson, 1990). Se estima que en Estados Unidos se producen cada
año entre 200.000 y un millón de casos de neumonía neumocócica, con una tasa de
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mortalidad del 1 al 5% (Zighelboim y Tomasz, 1981). En las meningitis producidas por
neumococo la tasa de modalidad llega al 30% (Wenger y cols., 1990).
El uso de antibióticos en el tratamiento de las infecciones producidas por neumococo ha
disminuido considerablemente ¡a mortalidad; aun así, ¡a morbilidad de estas en&rmedades
permanece en un nivel similar al registrado a principios de siglo, por lo que neumococo
sigue siendo una de las principales causas de enfermedad en todo el mundo. Este hecho se
ha visto agravado en las últimas décadas por la aparición de cepas de neumococos
resistentes a los antibióticos, en especial a los 13-lactámicos y más concretamente a la
penicilina que ha sido el antibiótico de elección para el tratamiento de las enfermedades
causadas por Sí pneumoniae (Neu, 1992; Cohen, 1992). El mecanismo de resistencia a
penicilina en neumococo consiste en la producción de PBPs (proteinas fijadoras de
penicilina) con menos afinidad por los antibióticos 13-lactámicos. Se ha postulado que estas
PBPs alteradas se originan mediante un proceso de recombinación unterespecífica que
implica el reemplazamiento de segmentos de los genes estructurales de las PBPs por otros
que provienen de estreptococos orales resistentes a penicilina (Dowson y cols., 1989;
Spratt, 1 994). Las primeras estirpes clínicas resistentes se detectaron a finales de los años
60 y a partir de entonces, su número ha ido en aumento de forma progresiva. Aunque se
han extendido por todo el mundo, su incidencia varia considerablemente de unas zonas a
otras (Klugman, 1 990; Dowson y cols., 1994). En Estados Unidos, estudios realizados
entre 1979 y 1987 mostraron que el porcentaje de neumococos resistentes a penicilina era
del orden del 5% (Spika y cols., 1991); sin embargo, estudios más recientes han mostrado
tasas considerablemente más altas de resistencia, en tomo al 17% (Thornsberry y cois. -
1 992). En España la tasa de resistencia es superior al 40%, lo que representa una de las
mayores del mundo (Fenolí y cols., 1991).
2.!. El. EStADO ~E PORFÁDOR
8. pneurnoniae es un microorganismo parásito obligado que coloriiza al hombre y,
ocasionalmente, a otros mamíferos. Su hábitat normal es la nasofaringe humana, cuya
mucosa es colonizada por este microorganismo desde los primeros días de vida. Se ha
estimado que aproximadamente el 60% de la población mundial es portadora y que todo
individuo ha estado colonizado por neumococo alguna vez en su vida,. Generalmente, el
número de podadores es mayor entre la población infantil que entre la adulta. Existen
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diferencias en cuanto a La frecuencia con que neumococos de distintos serotipos colonizan
el tracto respiratorio superior, siendo unos serotipos más habituales que otros. Algunos
datos epidemiológicos sugieren que la infección por neumococo en personas
inmunocompetentes se produce por la adquisición de un serotipo capsular al que no había
estado expuesto previan~ente (Austrian, 1986).
2.2. AImESIVIDAD
Las bacterias que colonizan las superficies de las mucosas producen factores específicos
implicados en la adhesión del microorganismo a las células epiteliales. Es- lógico suponer,
por tanto, que Sí pneumoniae sintetice sus propios factores que intervienen en el proceso de
colonización. Se ha sugerido que neumococo produce una adhesina de naturaleza proteica
que actuaría como unión entre la pared celular y un receptor presente en las células
epiteliales (Andersson y cols., 1988). Este receptor de la célula del huésped está constituido
por glicolípidos que contienen probablemente el disacárido GlcNAc13 1 —>3Gal (Andersson y
cols.. 1983) o GaINAc13 1 —>40a1 (Krivan y cols., 1988). Este último disacárido se encuentra
en algunos glicoesfingolípidos, y entre ellos el asialo-GMI está presente en cantidades
considerables en el tejido pulmonar humano (Boulnois, 1992). Recientemente se ha puesto
de manifiesto la capacidad de neumococo de adherirse in vitro al glicolipido asialo-OMI,
así como al lactotriosilcerainido, que contiene en su zona polar el disacárido
(i3lcNAcj3l --->36a1 (Sundberg-Kóvamees y cols., 1994; Cundell y Tuomanen, 1994).
Existen proteínas neumocócicas que podrían intervenir en la colonización, tales como la
neuraminidasa (Krivan y cols., 1988; Sundberg-Kóvamees y cols., 1994), la neumolisina y
tina proteasa específica de las inmunoglobulinas IgAl (Kilian y Reinholdt, 1987). Estos
elementos se consideran factores de virulencia, pero es posible que su papel principal sea
promover la colonización, manifestando su implicación en la virulencia sólo cuando el
microorganismo tiene acceso a lugares normalmente estériles como la sangre o el liquido
cafalorraquideo (Boulnois, 1992). Además, neumococo produce una proteína de superficie
con un M. de 37.000 (Russell y cols., 1990), cuyo gen ha sido donado en E. coil (Sampson
y cols.. 1994). Esta proteína, denominada PsaA, puede desempeñar algún papel en la
adhesión, ya que su estructura primaria es similar a ciertas adhesinas encontradas en otras
especies relacionadas (Lowe y cols.. 1995). Por otra parte, recientemente se ha identificado
4
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una proteína de 79 kI)a, denominada PcpA, que presenta un dominio de unión a colina y
que posee características típicas de las adhesinas (Rodríguez, 1995).
2.3. FACToREs DE VIRIJLENCIA
El desarrollo de una infección bacteriana implica, en primer lugar, la existencia de
interacciones entre las estructuras superficiales de la bacteria y las superficies epiteliales,
células del sistema inmunitario y fuctores humorales del huéspéd. Los procesos implicados
en la translocación de neumococo desde la nasofaringe a otros lugares del huésped son
poco conocidos y probablemente dependen de múltiples factores (.Johnston, 1991).
Neumococo se caracteriza por presentar una cápsula de naturaleza polisacarídica
recubriendo la superticie celular; esta estructura es la responsable de gran parte de las
interacciones entre el huésped y la bacteria. Además, se sabe que las envueltas celulares más
internas, la pared celular y la membrana plasmática, también están implicadas en procesos
relacionados con la patogenia (Tomasz, 1981). En la Figura 1 se muestra un esquema de los
principales factores de virulencia de neumococo y sus efectos más importantes.
2.3.1. POLISACÁmno CAPSuLAR
La cápsula de Sí pneutnoniae está constituida por polisacáridos formados por unidades
repetitivas de oligosacáridos que, en algunos tipos, están unidos entre sí mediante enlaces
fosfédiéster (van Dam y coN.. 1 990). Generalmente son polímeros lineales, aunque en
algunos tipos están ramificados. El polisacárido capsular se encuentra recubriendo de forma.
homogénea la superficie celular y su espesor varia según la estirpe pudiendo llegar a los 400
nm (S0rensen y cols., 1988). En algunos tipos, el polisacárido capsular está unido
covalentemente al peptidoglicano de la pared celular (S0rensen y cols.. 1 990; S0rensen y
Blom, 1992).
Hasta el momento se conocen 90 polisacáridos capsulares diferentes entre si química e
inmunológicamente (Henrichsen, 1995). Los distintos tipos se diferencian tanto por los
monosacaridos que forman la unidad de repetición, como por los enlaces entre éstos y entre
los monosacáridos que las forman. Esta diversidad constituye la base para su clasificación
serológica.
Siguiendo esta clasificación se distinguen 46 serogrupos, según la nomenclatura danesa,
designados por números, del 1 al 48 ya que no existen ni el 26 ni el 30. Algunos serogrupos
5
INTRODUCCIÓN 
incluyen varios serotipos, nombrados por letras, debido a un fenómeno de reactividad 
cruzada por la existencia de determinantes antigénicos comunes (Henrichsen, 1995). Los 
serotipos se nombran asignando una letra a cada uno en orden alfabético, excepto para el 
primero en ser identificado, al que se le asigna la letra F (‘First’). Sin embargo, existe una 
excepción, el serogrupo 9 constituido por los serotipos 9A, 9L (‘Lederle’), 9N (‘Neufeld‘), 
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y 9V eValdemarv (Vammen, 1939). Actualmente se conoce la estructura química de
bastantes de estos polisacáridos (van Dam y cols., 1990; Jansson y cols., 1991).
En 1 928, (iriffith puso de manifiesto que la cápsula de neumococo constituye el principal
factor de virulencia en ratones, ya que la administración de células capsuladas producía la
muerte, mientras que la inyección de células pertenecientes a una estirpe rugosa derivada de
la anteriormente utilizada resultaba inocua. En 1931, Avery y Dubos pusieron de manifiesto
que sólo lO bacterias de algunas estirpes capsuladas eran capaces de producir la muerte en
ratones, mientras que se requerían 10” bacterias no capsuladas de la misma cepa para
obtener el mismo efecto. Esta implicación directa en la virulencia se debe al papel que
desempeña la cápsula protegiendo frente a la %gocitosis (Roberts y cols., 1989; Cross,
1990). Existen, además, variaciones en la virulencia dependiendo del serotipo capsular
(Knecht y cols, 1 970) y así, el serotipo 3 es mucho más invasivo en el hombre que el
serotipo 37. aún cuando ambos producen una cápsula muy voluminosa y de un tarnano
parecido, sin embargo también se ha observado que en el caso de estimes de serotipo 3, su
virulencia está correlacionada con la cantidad de cápsula producida in vi/ro (MacLeod y
Krauss, 1950; ¡953). Por otra parte, se ha observado que las estirpes rugosas son virulentas
en individuos con agranulocitosis, lo que demuestra las propiedades patogénicas de otras
estructuras neumocócicas (Rich y McKee, 1939). Por otra parte, a pesar de que
tradicionalmente se ha considerado que los polisacáridos purificados no son tóxicos,
recientemente se ha descrito que algunos polisacáridos purificados que poseen grupos
cargados son capaces de producir abcesos intra-abdominales (Tzianabos y cols., 1993).
La observación de que la presencia en el suero de anticuerpos frente a un serotipo
capsular protege contra una infección posterior por cepas del mismo serotipo o de serotipos
con reacción cruzada con éste, y el hecho de que unos serotipos son más frecuentes en ¡os
aislados de pacientes con infecciones neumocócicas que otros, llevó al desarrollo de una
vacuna antineumocócica (Austrian, 1981). La vacuna actualmente en uso está compuesta
por polisacáridos purificados de los 23 serotipos más frecuentes en infecciones graves por
neumococo en todo el mundo (Robbins y cols., 1983: Nielsen y Henrichsen, 1992). Esta
vacuna parece ser eficaz en poblaciones seleccionadas (Shapiro y cols., 1991); sin embargo,
su inmunogenicidad es prácticamente nula en ninos menores de dos años asi como, en
general, en pacientes inmunocomprometidos (Siber, 1994). Además, al ser los polisacáridos
antígenos 1-independientes, no inducen memoria inmunológica y, por tanto, la
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revacunación no conlíeva un incremento apreciable en los títulos de anticuerpos (Eruyn y
van lZurth, 1991). La inmunogenicidad de los polisacáridos se puede aumentar mediante la
unión covalente de éstos a una proteína, lo que constituye una vacuna conjugada. La
construcción de vacunas antineumocócicas de este tipo es una de las principales líneas de
investigación dentro de este campo (Klein, 1995). Mediante el uso de vacunas conjugadas
se consigue estimular la respuesta celular debido a que el antígeno es reconocido por las
células B del huésped y procesado para su presentación a los linfocitos T-cooperadores
creándose, de este modo, una memoria inmunológica contra dicho antígeno de forma que, si
existe una infección posterior, se produce una respuesta secundaria rápida. Además, se ha
visto que, como en el caso de la vacuna conjugada contra el polisacárido capsular de tipo b
de Haernoph¡/us in/luenzae (Hib), estas nuevas vacunas conjugadas también inducen niveles
de anticuerpos altos en niños, permaneciendo dichos titulos estables durante un periodo de
tiempo considerable (Granoffy cols., 1993; Siber, 1994). Recientemente, la administración
en niños de distintas edades de una vacuna constituida por polisacáridos capsulares de
cuatro serotipos de neumococo unidos al complejo protéico de la membrana externa
(OMPC) de Neisseria ineningifidis, ha conseguido la inducción de una respuesta
significativa tras la primera dosis contra dos de los serotipos y, tras la segunda aplicación,
contra los otros dos (Káyhty y cols., 1995). Algunas proteínas de neumococo juegan un
papel importante en la patogenia de las infecciones neumocócicas (Patorí y cols.. 1993) y,
por tanto, son buenas candidatas para su utilización en vacunas antineumococo.
Recientemente se ha mostrado la capacidad de inmunización en ratones jóvenes de una
vacuna conjugada polisacárido 9V-neumolisina. Asimismo, se ha visto que el tamaño de la
fracción polisacarídica es determinante a la hora de conferir inmunidad contra infecciones
neumocócicas (Lee y Wang, 1994). Parece, por tanto, que la siguiente generación de
vacunas antineumocócicas se basará en la inmunidad anticapsular producida por conjugados
proteína-polisacárido.
2.3.2. AIJToWISINÁS Y PAREI) CELULAR
La pared celular de S. pneumoniae posee la estructura típica correspondiente a una
bacteria Gram-positiva: una capa de peptidoglicano de entre 1 5 y 40 nm de espesor, de
carácter multilaminar, y una serie de polímeros unidos covalentemente a éste,
principalmente ácidos teicoicos. La característica más notable de la pared de neumococo es
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la presencia de residuos de colina como componentes de los ácidos teicoicos (Fiseher y
cols., 1993). La presencia de este aminoalcohol se ha demostrado también en otros
microorganismos, como Sí oro/ls (Kilpper-Bálz y cols., 1985), 5. milis (E. García,
comunicación personal) o Clostridium acetobuty/icum (Podvin y cols., 1 988; García y cols.,
1988), aunque neumococo es auxótrofo para colina (Rane y Subborow, 1940; Tomasz,
1967). característica que no comparten los otros microorganismos. Precisamente, es a estos
residuos de colina a los que se une la principal autolisina de neumococo, la !V-acetilmuramil-
L-alanil amidasa (LytA). Esta enzima hidroliza el enlace amida entre la cadena glicánica y el
péptido presentes en el peptidoglicano y requiere de forma absoluta para su actividad la
presencia de colina en los ácidos teicoicos de la pared celular (Hóltje y Tomasz, 1975c). La
amidasa LytA. así como el resto de las enzimas líticas codificadas por los bacteriófligos que
infectan a neumococo (López y cols., 1992; 1993), posee una estructura modular: la zona
C-terminal confiere a la proteína la capacidad de reconocimiento y unión a los residuos de
colina (Sánchez-Puelles y cols., 1990), mientras que la zona N-terminal es la responsable de
la actividad enzimática (Sanz y cols., 1992). El principal papel in vi/ro de la amidasa LytA
parece ser el de intervenir en la separación de las celulas hijas durante la división celular,
como se deduce de la tendencia de mutantes deficientes en autolisina a formar cadenas
cortas durante el crecimiento en lugar de agruparse formando diplococos (Sánchez-Puelles
y cols. 1986b; López y cols., 1986; Ronda y cols., 1987). La enzima parece estar
permanentemente unida a los residuos de colina de los ácidos lipoteicoicos (l3riese y
Hakenbeck, 1985; liseher y cols., 1993); en esta forma, la autolisina es inactiva, lo cual
representa un mecanismo de regulación de la actividad enzimática, evitando así la autolisis
de la bacteria. Esta unión se rompe al llegar el microorganismo a la fase estacionaria de
crecimiento con lo cual la enzima se vuelve activa produciéndose la muerte celular por lisis
del microorganismo (Hóltje y l’omasz. 1975a. b). Este mismo efecto se puede observar al
añadir penicilina o desoxicolato sódico (DOC) al cultivo.
La pared celular desempeña un papel importante en la virulencia al liberarse sus
componentes tras la lisis de la bacteria, siendo responsables de la reacción inflamatoria que
sc produce en los tejidos infectados (Tuomanen y cols., 1 985a, b). Además, los productos
de degradación de la pared celular aumentan la permeabilidad del endotelio cerebral y del
epitelio de los alvéolos pulmonares estimulan la producción de citoquinas y del factor
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activador, alteran el flujo sanguíneo cerebral y activan el reclutamiento de leucocitos en el
pulmón y en el espacio subaraenoideo (Tuomanen y cols., 1995).
Los ácidos teicoicos, denominados también polisacárido C, son los responsables de la
inmunogenicidad de la pared celular y de la capacidad de ésta para activar la vía alternativa
del sistema del complemento del huéspéd (Winkelstein y Tomasz, 1978).
La amidasa LytA parece contribuir de manera importante a la virulencia de ciertas cepas,
ya que estirpes deficientes en autolisina derivadas de cepas patógenas muestran una
virulencia considerablemente menor (Canvin y cols., 1995). Se ha sugerido que la
intervención de la autolisina LytA en la virulencia no se debe a la interferencia de ésta en la
actividad antineumocócica del huéspéd, sino a su implicación en el proceso de autolisis y la
consiguiente liberación de factores intracelulares citotóxicos (Berry y cols., 1989b; 1992),
como la neumolisina y las neuraminidasas, además del peptidoglicano y los ácidos teicoicos,
los cuales se ha comprobado que median en la inflamación meníngea en conejos (Tuomanen
y cols. 1985b; 1995).
2.3.3. 0íRoS FACTORES 1* VIRULENCIA
Se han caracterizado varias proteínas citoplásmicas que intervienen de forma relevante en
diferentes procesos de las infecciones neumocócicas (Paton y cols., 1993). Una de estas
proteinas es la neumolisina, una citotoxina no secretable que pertenece al grupo de las
citolisinas activadas por tiol (Smyth y Duncan, 1978) aunque es de localización citoplásmica
(.lohnson. 1977), mientras que las del resto de la familia son secretadas al medio. Las
toxinas de esta familia actúan insertándose en la membrana de las células del huéspéd como
consecuencia de la interacción de la proteína con el colesterol de la membrana de la célula
diana. La neumolisina actúa principalmente sobre eritrocitos, aunque puede hacerlo sobre
cualquier célula animal que posea colesterol en su membrana. Posteriormente a la inserción
en la membrana se produce una oligomerización que implica a entre 2<) y 80 moléculas.,
formándose un poro transmembranal, y produciéndose la lisis celular (l3hakdi y l’ranum--
Jensen 1986). Muy recientemente, las zonas biológicamente significativas de la neumolisina
han sido estudiadas mediante anticuerpos monoclonales (de los Toyos y cols., 1996). Se ha
demostrado que. ¡ti vi/ro la neumolisina rompe la integridad del epitelio respiratorio
humano, por lo que podría intervenir en los primeros pasos de la patogénesis de la
neumonía neumocócica <Steinfort y cols., 1989; Feldman y cols., 1990). Recientemente se
1<>
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ha observado que los neumococos deficientes en neumolisina son menos eficientes en el
desarrollo de neumonía y septicemia en el ratón, que las cepas parentales productoras de la
enzima (Berry y cols., 1989a; 1992; Canvin y cols., 1995). Además, se ha visto que la
ausencia de neumolísína retarda la aparición de neumococos en la sangre (Canvin y cois.,
1995), debido posiblemente a la implicación de esta proteína en la producción de daños en
el endotelio de los vasos sanguíneos. Sin embargo, se ha observado también que, aunque la
neumolisina puede estimular la cascada inflamatoria en el sistema nervioso central, no es
necesaria para la patogénesis de la meningitis (Friedland y cols., 1995). Otra observación
importante acerca del papel desempeñado por la neumolisina en la virulencia del
neumococo, es el hecho de que aumenta el tiempo de supervivencia de la bacteria in vivo,
probablemente debido a su capacidad para inhibir la capacidad bactericida de los fagocitos o
para degradar los componentes del sistema del complemento (Mitehelí y cols., 1991). Se ha
descrito la capacidad de la neumolisina de activar el sistema del complemento (Paton y
cols. 1 984), relacionada con la afinidad que posee para unirse a la porción Fc de la
inmunoglobulina humana IgO, y con la observación de que tiene ciertas similitudes en
estructura primaria en determinadas zonas con la proteína C reactiva (CRí>) humana
(Mitehelí y cols., 1991); de este modo, la neumolisina podría actuar in vivo como un
análogo de la CRP, y suprimida así el efecto de ésta, activando el complemento en células
del huéspéd en lugar de en la superficie de la bacteria (Paton y cols.. 1993).
Otra proteína que parece también estar implicada en la virulencia del neumococo es la
neuraminidasa. Esta enzima libera residuos de ácido siálico, cuando se hallan en posición
terminal, de una gran variedad de glicoproteinas, glicolipidos y oligosacáridos situados en
superficies celulares o en fluidos corporales. Debido a esta actividad, la neuranxinidasa
puede poner al descubierto receptores celulares para las adhesinas neumocócicas (Krivan y
cols., 1988), además de causar daños a los tejidos sobre los que actúa. Se ha observado
que, en pacientes con meningitis neumocócica, se produce bacteriemia y se llega al estado
de coma más a menudo cuando existen concentraciones elevadas de ácido N-acetil
neuramínico (NeuAc) en el liquido cefalorraquideo (O’Toole y cols., 1971), probablemente
debidas a la acción de la neuraminidasa. Aunque se ha demostrado la toxicidad de esta
enzima en ratones, la protección que proporciona la inmunización con ella frente a
neumococos virulentos es considerablemente menor que la que se obtiene con la
neumolisina (Lock y cols., 1988). Hasta el momento se han descrito dos genes codificantes
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de neuraminidasas en S. pnewnonioe (Berry y cols., 1988; Cámara y cols., 1991),
coexistiendo ambos en el cromosoma de neumococos de distintos serotipos. En uno de
estos genes, parecen existir dos posibles sitios de iniciación de la traducción, ambos con su
correspondiente sitio de unión al ribosoma, además de dos posibles promotores; de este
modo resultarían dos secuencias polipeptídicas, una de las cuales incluiría un péptido señal
en su extremo N-terminal. En el extremo C-terminal de ambas proteínas existe un motivo de
anclaje en membrana, compartido por todas las proteínas de superficie de bacterias Gram
positivas (Paton y cols., 1993).
Se han descrito varias proteínas de la superficie del neumococo que podrían intervenir en
la patogénesis. Una de estas es la proteína de superficie (PspA), unida a la pared celular y
con capacidad antigénica. Aunque se ha encontrado en todas las estirpes de neumococo
estudiadas, su variabilidad antigénica es considerable. Hasta ahora no se ha podido
determinar su función precisa, aunque se ha comprobado que su presencia en la superficie
bacteriana de estirpes no capsuladas (rugosas o R) inoculadas a ratones, les confiere
protección inmunológica contra cepas de distintos serotipos (McDaniel y cols., 1991). La
donación del gen que codifica para la PspA ha pennitido deducir la secuencia de
aminoácidos de ésta; así, se ha observado que la región N-terminal posee cierta homología
con la proteína M de los estreptococos del grupo A, mientras que la. zona C-terminal
presenta una similitud considerable con la misma región de la autolisina LytA (Yother y
Briles, 1992). Este hecho sugiere que ambas proteínas podrían tener un receptor comun,
que serían los residuos de colina de los ácidos teicoicos y/o lipoteicoicos.
Desde hace décadas se conoce la capacidad de neumococo de producir una hialuronidasa
(Humphrey. 1 944), que es secretada al medio durante la fase exponencial de crecimientro ir’
vi/ro. Su sustrato es el ácido hialurónico, el cual rompe liberando los monosacáridos que lo
componen, ácido glucurónico (GícA) y N-acetilglucosamina (GIcNAc). Por lo tanto, la
hialuronidasa podría desempeñar un papel en la patogénesis neumocócica permitiendo el
acceso de la bacteria a los tejidos del huéspéd para su colonización, y facilitando la
dispersión del microorganismo entre distintos tejidos (Paton y coN., 1993).
Sí pneu¡moniae produce una proteasa que rompe las inmunoglobulinas IgAl humanas en
un punto determinado de la zona bisagra, liberando así los fragmentos Fab y Fc (Male,
1979: Plaut, 1983). Los fragmentos Fab mantienen la especificidad por el antígeno,
uniéndose a éste y, de este modo, bloquean la unión de las IgAl intactas, protegiendo a la
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bacteria de la acción del sistema inmune del huésped (Mallet y cols., 1984; Mansa y Kilian,
1986). Esta proteasa de IgAl podría cumplir una misión importante a la hora de anular la
inmunidad local en la mucosa del huésped, principalmente desempeñada por
inmunoglobulinas de la clase A, facilitando, por tanto, la colonización de la nasofáringe por
la bacteria.
Existen, además, otros fáctores de patogenicidad: 1) neumococo secreta varias enzimas
con actividad serín-proteasa que degradan el tejido conjuntivo del huésped (Courtney,
1991), 2) posee una o varias proteasas de superficie con capacidad para degradar las
subunidades a y 3 del factor C3 del complemento (Angel y cols., 1994), 3) el peróxido de
hidrógeno producido por el metabolismo de neumococo resulta tóxico para las células del
epitelio alveolar (Duane y cols., 1993), 4) neumococos con un mayor nivel de actividad
aldolasa-proteasa son más patógenos, 5) un mutante incapaz de utilizar hemina como fuente
de hierro es menos patógeno en animales (Tai y cols., 1993). y 6) el factor de opacidad
puede estar implicado en procesos de patogénesis (Saluja y Weiser. 1995).
3. POLISACÁRIDOS EXTRACELULARES. GENERALIDADES
Bajo la denominación de polisacáridos extracelulares o exopolisacáridos se agrupan una
gran variedad de homo o heteropolisacáridos que son activamente secretados al exterior de
la célula microbiana. Dentro de este grupo existen grandes diferencias, no siempre fáciles de
reconocer, que proporcionan criterios para su clasificación.
La mayoría de los polisacáridos bacterianos muestra una alta especificidad inmunológica,
y son producidos unicamente por un tipo, un grupo, o un especie bacteriana, estando
generalmente compuestos por unidades repetitivas de oligosacáridos. Por otro lado, existen
polisacáridos que son elaborados por bacterias pertenecientes a distintos grupos o familias,
y que normalmente tienen una estructura menos regular. Los polisacáridos pueden estar
unidos, de forma covalente o no a la superficie de la célula, lo que les confiere una
apariencia más o menos regular alrededor de la bacteria, o carecer de esta unión, con lo que
el polisacárido aparece de forma irregular, recibiendo entonces el nombre de capa mucosa o
mucilago.
Además de los polisacáridos propiamente dichos, existen en los microorganismos otros
polímeros cuyo principal, pero no único, constituyente son carbohidratos. Así, en la
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superficie de las bacterias Gram-negativas se encuentran los lipopolisacáridos (LPS),
constituidos por una parte lipidica que se inserta en la membrana externa, una región central
compuesta por un oligosacárido que incluye dos azúcares poco frecuentes, y una parte
polisacarídíca, la cadena O, responsable de la variabilidad antigénica, mucho más larga que
la zona central y formada por unidades repetitivas de tetra o pentasacáridos. Otro ejemplo,
es el peptidoglicano de la pared celular, en el cual las cadenas poilsacarídicas están unidas
entre sí mediante cadenas peptidicas cortas (Kenne y Lindberg, 1983).
Cuando el polisacárido se encuentra recubriendo de forma regular a la célula, pudiendo
estar unido covalentemente o no a la pared celular, constituyendo la parte más externa de la
superficie de la bacteria, se denomina cápsula sensu stricto (Roberts, 1995);
frecuentemente, la capa mucosa e incluso estructuras de las envueltas celulares de bacterias
Uram-negativas como el LPS, son también considerados como estructuras capsulares en
sentido laxo (Orskov y Orskov, 1990). Por otro lado, en ciertos casos, la cápsula se
presenta en forma de estructuras filamentosas ancladas en la pared celular denominándose
glicocáliz (Nester y cols., 1995).
4. POLISACÁRIDO CAPSULAR
El término cápsula se aplica habitualmente al exopolisacáido que fonna una capa que
permanece adherida a la superficie celular, formando un revestimiento de una extensión
limitada, aunque a veces se disponga de forma más dispersa. Las variaciones en la forma de
la cápsula se dan principalmente por la cantidad de polisacárido que se sintetiza y por su
grado de solubilidad en el medio. La cápsula no es una estructura esencial para la viabilidad
del microorganismo, al menos cuando se cultiva en el laboratorio, ya que existen muchas
bacterias que no la producen, y aquellas que lo hacen pueden perderla mediante mutaciones,
sin que ello tenga ningún efecto sobre el crecimiento (Stanier y cols., 1988). A pesar de este
hecho, la cápsula desempeña diversas funciones importantes, siendo,, por ejemplo, el
principal factor de virulencia de gran parte de los microorganismos patógenos como ya se
señaló anteriormente. El polisacárido capsular es, además, responsable de la variabilidad
antigénica de muchas especies bacterianas.
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4.1. ESTRUCIURA QIJÍMWA DE LOS POLISACÁRIDOS CAPSULARES
Los polisacáridos capsulares poseen, generalmente, una estructura compleja y presentan
una gran variabilidad, debida tanto a los azúcares que la componen, como a los enlaces que
los unen. Del mismo modo, el polisacárido puede encontrarse unido a la superficie
bacteriana. Esta unión puede ser covalente o no, permitiendo el anclaje a la pared celular, en
el caso de bacterias (iram-positivas; así se ha demostrado la existencia de una unión
covalente en el caso del serotipo ÓA de neumococo (S0rensen y Blom, 1992) y en
estreptococos de grupo B de serotipo III (Yeung y Mattingly, 1986) o a la membrana
externa cuando se trata de microorganismos Gram-negativos. En este último caso, la unión
puede realizarse mediante varios tipos de moléculas de anclaje (Whitfield y Valvano, 1993),
lo que constituye uno de los criterios de clasificación de los polisacáridos capsulares de
bacterias Gram-negativas. La variabilidad se manifiesta tanto en microorganismos Urani-
negativos como en Gram-positivos. Esta variabilidad, sin embargo, no se presenta en todos
los microorganismos capsulados; así, se conocen hasta el momento 6 serotipos distintos en
II. in/luenzae (Kenne y Lindberg, 1983), 12 en N. meningifidis (Jennings, 1990). 5 en S.
aga/actiae (Jennings, 1983; Wessels y cols., 1987), y 1 en S. pyogenes (Wessels y cois.,
1991>. Por otro lado, los distintos tipos capsulares, varían en cuanto a su capacidad
unmunogénica; así, existen polisacáridos cuya estructura es idéntica o muy similar a ciertos
poli u oligosacáridos de la superficie célular, de la matriz extracelular del huésped, o de
fluidos corporales como la sangre, el liquido sinovial, o el líquido cefalorraquideo
(Hoflinann y cols.. 1982: Navia y cols., 1983), como en e] caso deS. pyogenes cuya cápsula
de ácido hialurónico le confiere la capacidad de mimetizarse cuando infecta al hombre, ya
que es químicamente indistinguible del presente en el tejido conjuntivo de éste (Kendall y
cols.. 1 937). Es interesante señalar que la patogenicidad de una especie bacteriana varia en
función del serotipo y del huésped que dicha especie colonice, y asi unos tipos capsulares
son más frecuentes en aislados clínicos que otros. En el caso de neumococo, existen
notables diferencias respecto a la frecuencia de los serotipos encontrados en aislados
clinicos entre pacientes adultos o niños (Robbins, 1978; Austrian, 1985; Nielsen y
1-lenrichsen, 1992) y entre aislados de distintos países (Fenolí y cols., 1991; Jennings, 1990;
Lee, 1987). Del mismo modo. existe variación cuando se estudia las frecuencias de
serotipos de un país o zona geográfica a lo largo del tiempo. En el caso de estreptococos
del grupo 8, las estirpes de serotipo iii son mucho más virulentas que las del resto de
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serotipos (la. Ib, II y IV> siendo las responsables del 66% de todas las infecciones causadas
por estos microorganismos; es más, si se consideran sólo las meningitis, el serotipo III es el
causante de entre el 80 y el 90% de los casos (Baker y Kasper, 1985). Asimismo, de los 6
serotipos capsulares que se han descrito en H. in/luenzae (a, b, c, d, e, O el serotipo b es el
causante principal de las meningitis en niños menores de 5 años, con una tasa de mortalidad
de entre el 5 y el 10% (Jennings, 1990).
4.2. FuNCIÓN Y SIGNIFICADO BIOLÓGICO DE LA ENcAPSUI.ÁCION
Hasta e] momento se han atribuidos dos funciones principales a los polisacáridos
capsulares:
a) Facilitar la adsorción o adherencia de la bacteria a diferentes superficies del huésped,
como epitelios, raíces, o dientes. Este fenómeno tiene gran importancia en enfermedades
bacterianas. fundamentalmente en las causadas por bacterias que colonizan mucosas, ya que
constituye uno de los primeros pasos de la entrada del microorganismo en el huésped. Se ha
observado que los polisacáridos de Ja superficie bacteriana están frecuentemente implicados
en las interacciones bacteria-huésped. Los receptores de la cé]ula del huésped que
reconocen residuos del polisacárido capsular pertenecen a una famiLia de proteinas
denominadas lectinas, que se definen como proteínas no enzimáticas ni de tipo
inmunoglobulina que poseen, al menos, un dominio de unión a carbohidratos (Mandirell y
cols.. 1 994). Así. se ha postulado que los polisacáridos capsulares de Sí pneumon¡ae
serotipo 1 4 y de estreptococos del grupo B. tras una reacción de ellinh ación de un residuo
de ácido siútico, serian receptores potenciales para lectinas presentes en células epiteliales.
La desialización puede producirse en condiciones áridas o por la acción de las
neuraminidasas del huésped (Mandrelí y cols.. 1994).
b) Proteger al microorganismo de la acción bactericida del sistema inmunológico del
huésped. La cápsula, cuando existe en un microorganismo, representa el primer punto de
contacto entre la bacteria y las células o los componentes solubles del sistema inmunológico
y. por tanto, debe jugar un papel importante en las interacciones que dan como resultado la
muerte o la inmunidad frente a la bacteria en el organismo huésped. El sistema
inmunológico humano dispone de dos mecanismos principales para la eliminación de
microorganismos: 1) la inmunidad innata o inespecifica, llevada a cabo por fagocitos, el
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sistema del complemento, células agresoras naturales (NK de ‘Natural Killer’) y diversas
proteínas solubles, presentes en el suero, como la CRP, y 2) la inmunidad adquirida, basada
en la especificidad de los linfocitos y los anticuerpos por un determinado antígeno, en la que
intervienen, además, el sistema del complemento y los macrófagos (fágocitos) (Roitt y cols.,
1 986). Debe tenerse en cuenta que estos dos sistemas no actúan de forma independiente.
Así, los anticuerpos producidos por los linfocitos opsonizan el antígeno, permitiendo que
los fagocitos lo reconozcan y eliminen. Por otro lado, los macrófagos procesan y presentan
determinados epítopos del antígeno a los linfocitos para su reconocimiento y éstos
estimulan a los macrófagos, mediante la producción de linfoquinas, a combatir la infección.
La capacidad de los anticuerpos para inactivar los elementos extraños al organismo
depende de la colaboración de otro factor, el complemento. Este consiste en una serie de
proteínas presentes en el suero, que actúan de forma inespecífica complementando la acción
específica dei anticuerpo. En los microorganismos Gram-negativos, el complemento
desencadena una serie de reacciones que conducen a la formación de poros en la membrana
externa, lo que desemboca en la lisis bacteriana, por acción de la lisoziína presente en la
sangre (Stanier y cok.. 1988). Por otra parte, en las bacterias Gram-positivas, la gruesa
capa de peptidoglicano impide el acceso de las proteínas formadoras de los poros a la
membrana produciéndose, no la lisis del microorganismo, sino la opsoriización de éste y
permitiendo de este modo la acción de macrófágos y leucocitos polimorfonucleares sobre él
(Brown, 1985). Aunque son muchos los flictores que pueden actuar como opsoninas, e]L
factor fundamental es C3b, producido por la rotura específica del tercer factor del
complemento (C3), especialmente contra infecciones causadas por bacterias capsuladas
(Winkelstein, 1981). Para la ejecución de ambas acciones del sistema del complemento se
requiere un paso común, la activación del componente C3, dando lugar a C3b, que se une
entonces a la superficie de la bacteria. La activación de C3 puede producirse por dos vías: si
hay presentes anticuerpos contra estructuras de la superficie bacteriana, se desencadena la
vía clásica o específica, mientras que si el organismo no dispone de dichos anticuerpos, se
desencadena la vía alternativa o inespecífica (Roitt y cols., 1986). La actividad de C3b está
modulada positivamente por el factor B. el cual activa el sistema completo; por otro lado,
los factores 1-1 e 1 modulan negativamente dicha actividad (Cross, 1990). En ausencia de
anticuerpos específicos contra la estirpe que invade el organismo, como puede suceder entre
la población infantil o durante el primer contacto con el microorganismo, C3b se une en
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pequeñas cantidades a la superficie de las bacterias. Este fenómeno se amplifica por la
acción del factor B. lo cual desencadena la cascada de reacciones que llevan a la lisis o
fagocitosis de Ja bacteria. Además, C3b expone ciertos dominios que pueden interaccionar
con linfocitos y promover la producción de anticuerpos y linfoquinas, tales como las
interleuquinas (IL) 5 y 6, que estimulan la diferenciación de las células B a células de
memoria (Moxon y Kroll, 1990; Lijes y van Voorhis, 1995). Por el contrario, en presencia
de anticuerpos específicos, la unión de éstos al antígeno desencadena las reacciones de la
vía clásica produciendo la activación de C3, que se une a la pared celular y desencadena la
serie de reacciones que desembocan en la formación de complejos de ataque a la membrana,
o en la opsonización de la bacteria y la consiguiente fagocitosis. Las estructuras bacterianas
con capacidad de activar ¡a vía alternativa del complemento, mediante su interacción con
C3b, son principalmente el LPS de bacterias Gram-negativas (Cross, 1990), el
peptidoglicano (Wilkinson y cols., 1979), los ácidos teicoicos (Winkelstein y Tomasz, 1978)
y ciertos polisacáridos capsulares (Winkelstein y cols., 1976; Brown, 1985) en bacterias
Gram-positivas.
La acción de los polisacáridos capsulares sobre el sistema inmunológico tiene lugar de
dos maneras: impidiendo la unión de los anticuerpos, dirigidos principalmente hacia los
componentes de la pared celular, o la fijación de los componentes del sistema del
complemento a la superficie celular <Cross, 1990). Estas dos formas de bloquear el sistema
inmune se pueden producir mediante la intervención del polisacárido capsular en diversos
pasos del proceso de eliminación del agente infeccioso.
Como se ha comentado anteriormente, en la naturaleza se producen polisacáridos
capsulares poco inmunogénicos. es decir, que producen una respuesta de anticuerpos muy
baja o nula, debido principalmente a su estructura, esto es, al hecho de presentar grandes
similitudes con componentes de tejidos del huésped (Moxon y Kroll, 1990; Cross. 1990).
Otros polisacáridos pueden interaccionar con las células del sistema inmunológico, como en
el caso de Ja cápsula de K/ebsie//a pneumoniae tipo 2, que modula la actividad de las
células B en la producción de anticuerpos (Batshon y cols., 1963). Por otra parte, hay que
resaltar que muchos de los polisacáridos capsulares son hidrofihicos y confieren carga
negativa a la superficie bacteriana, lo que origina una disminución de la tensión superficial
de la interfase entre el fagocito y la bacteria, disminuyendo así la capacidad del macrófago
de fagocitar y eliminar al microorganismo (Ponder, 1928; van Oss y (lilíman, 1973).
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Además, puesto que la carga neta de la superficie del fágocito también es negativa, se
produce una repulsión mutua. í>arece pues claro que la fagocitosis de una bacteria capsulada
requiere algún factor que fácilite el contacto entre la bacteria y el fligocito. Los factores
implicados en este fenómeno son los anticuerpos y algunos elementos del sistema del
complemento, principalmente C3b.
Se han descrito multitud de fenómenos en los que la cápsula bacteriana interacciona con
estos factores facilitadores de la fágocitosis o los modifica, alterando significativamente su
actividad. La cápsula de E. coil Kl (Stevens y cols., 1978), así como la de estreptococos
grupo B de serotipo III (Edwards y cols., 1982), incrementan la afinidad de C3b unido a la
pared celular por el factor H. Del mismo modo, las cápsulas de neumococo pertenecientes a
los serotipos 7 y 12 tienen una baja afinidad por el factor B, lo cual da lugar a un aumento
relativo de la afinidad por el flictor H (Joiner y cok., 1984). Por otra parte, se ha observado
en neumococo que, cuando C3b se une a la pared celular bacteriana, la cápsula, si es
voluminosa o posee una carga neta negativa considerable, actúa como una barrera que
impide a los macrófagos acceder al complejo C3b-pared celular, lo que resulta en una
incapacidad de éstos para eliminar el microorganismo (Brown, 1985). Asimismo, se ha visto
que cuando una estirpe capsulada de neumococo activa la vía alternativa, el polisacárido no
está implicado en este proceso; por tanto, la práctica totalidad de las moléculas de C3b se
encuentran unidas a la pared celular y no al polisacárido capsular (Winkelstein y cois.,
1976). C3b se encuentra unido a la cápsula únicamente cuando se ha producido la
activación de C3 por la vía clásica, es decir, la mediada por la unión al polisacárido de
anticuerpos específicos contra éste (Brown y cols., 1983). De este modo, los macrófagos
pueden interaccionar de forma no covalente con un dominio presente en C3b y llevar a cabo
la fagocitosis de forma eficiente (Isenman y cols., 1981).
5. BIOSÍNTESIS DE POLISACÁRIDOS CAPSULARES
La expresión de polisacáridos capsulares en la célula bacteriana es un proceso bioquímico
complejo que incluye una serie de etapas asociadas a distintos compartimentos celulares. En
el caso de los microorganismos Gram-negativos, gran parte de estas etapas se encuentran
bien caracterizados mientras que, en bacterias Gram-positivas, se conoce relativamente
poco sobre estas rutas metabólicas.
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Aunque los procesos implicados en la biosíntesis de la cápsula deben ser notablemente
diferentes entre organismos Gram-positivos y Gram- negativos, como consecuencia de la
gran diferencia estructural existente entre sus respectivas envueltas celulares, existen no
obstante ciertos procesos metabólicos que cumplen unas normas comunes.
5.1. PREa.i RSORES BIOSINTÉTICOS
La primera etapa en la biosíntesis de los polisacáridos capsulares bacterianos consiste en
la formación de los precursores o moléculas donadoras de los monosacáidos que fonnarán
la unidad repetitiva; éstos son ftecuentemente ésteres glicosídicos de nucleótidos (Shibaev,
1986).
En bacterias Gram-positivas. la parte nucleotídica de estos precursores ha sido
identificada generalmente como UDí>. Así, en neumococo se conoce desde hace varias
décadas la acumulación de varios compuestos de este tipo durante la fáse estacionaria de
crecimiento, como UDP-glucosa (UDP-Glc), UDP-N-acetllglucosamina <UDP-GlcNAc) o
UDP-galactosa (UDí>-Gal). En algunos serotipos de neumococo, sin embargo, pueden
encontrarse también otros nucleótidos formando parte de los precursores; así, por ejemplo,
en el serotipo 2 existen derivados de TDP y, tanto en el serotipo 6 como en el 34, se
encuentran derivados de CDP (MilIs y Smith, 1965).
5.2. Fom~’tACiÓN DL LA UNIDAI) BÁSICA Y POIAMERIZACION
Tras la formación de los precursores tiene lugar la síntesis de las unidades repetitivas de
las que constará el polisacárido y la posterior polimerización de éstas. Se han descrito dos.
mecanismos de síntesis de polisacáridos en bacterias Gram-negativas diferenciándose,
básicamente, en la forma en que se produce la elongación de la cadena del polisacárido
(Figura 2). En ambos mecanismos los residuos glicosídicos se unen mediante un ataque
nucleofUico a un derivado de un alcohol poliisoprenoide, lo que le confiere carácter
hidrofóbico, obteniéndose de este modo dos precursores, las formas mono o difosfato del
azúcar unido al intermediario lipídico (Shibaev, 1986; Whitfield y Valvano, 1993),
Generalmente, la molécula aceptora del residuo glicosílico es el undecaprenol fosfato (C~5--
P). también implicado en la biosíntesis del peptidoglicano de la pared celular.
En la primera modalidad de síntesis, la polimerización consiste en que las unidades
repetitivas, unidas cada una a un intermediario lipídico, se unen de forma que la última
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unidad en incorporarse a la cadena en crecimiento quede a su vez unida al intermediario
lipídico; es decir, el crecimiento se produce por la ‘cabeza’ de la molécula (crecimiento
(a)
c55-~..p-flj¡ + css-~-pT~ —*
c65’~Efl ¡jjj + cs~’..ÑW —* c.~..~.vfiJffjJJjjjJ
¡ji ¡jjijj ¡~J + css-p-Ñ~ ~ Cs5-P-Pj~J4~J4~JflJ
(b>
+ NDP.® * Css.P-P.PQ
Css-P-P® + NDPJji ••* Css.P~PO4fJ
Css-P-PGQfj~+ NDP.C¿ —.*
Figura 2. Esquema dc los mecanismos de crecimiento de la cadena polisacaridica en
bacterias Gram-negativas. (a), crecimiento capital, los números representan unidades
repetitivas previamente sintetizadas; (b), crecimiento caudal, las letras A y B representan los
monosacáridos que componen la unidad repetitiva.
‘capital’), según la terminología sugerida por E. Lipmann en 1968 (citado en Markovitz.,
1 977>. La segunda modalidad tiene lugar mediante la incorporación sucesiva de
monosacáridos, a partir de los precursores en forma de derivados de nucleótidos, a una
cadena en crecimiento anclada al intermediario lipídico (crecimiento ‘caudal’) (Whitfield y
Valvano, 1993). En cuanto a íos microorganismos Uram-positivos en los que los
mecanismos que utilizan para la biosíntesis capsular son casi desconocidos, tampoco se ha
podido identificar ningún intermediario de la síntesis a pesar de que, a partir de extractos de
5. pyogenes. se consiguió por primera vez la síntesis de un polisacárido capsular (Markovitz
y cols., 1959).
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Tanto la activación de los monosacáridos como su polimerización posterior se producen
de forma asociada a la membrana citoplasmática. gracias al carácter altamente hidrofóbico
del intermediario C<-P (Whitfield y Valvano, 1993). Por otra parte, en algunos
microorganismos Gram-positivos, como Sí pyogenes y 51. pneumoniae, se ha demostrado
que la síntesis del polisacárido capsular está asociada a la fracción paniculada de las células
(Markovitz y Dorfman. 1962; Smith y cols., 1961b). Esto indicaría que las enzimas que
intervienen en el proceso de polimerización se encontrarían ancladas a la membrana
bacteriana. Al contrario de lo que sucede con 51. pyogenes, en el caso de neumococo todo
parece indicar que existe un intermediario aceptor de los monosacáridos, aunque no se
conoce su naturaleza química (Milis y Smith, 1965).
5.3. TRANspoRTE Y MODIFICACIÓN DEL POLISACÁRIDO CAPSULAR
El siguiente paso en la síntesis del polisacárido capsular implica su transporte desde el
citoplasma al exterior, en el caso de bacterias Gram-positivas, o al periplasma, si se trata de
Gram-negativas. Hasta el momento se han descrito dos mecanismos para llevar a cabo este
proceso, mostrados en la Figura 3. Durante la síntesis del LPS de Salmonella enterica, y
posiblemente también de algunos polisacáridos capsulares, este proceso lo realiza el
intermediario lipídico C55-P. Por otro lado, durante la síntesis de los polisacáridos capsulares
del grupo II, como los que poseen los serotipos Kl y K5. el transporte se lleva a cabo
mediante sistemas especializados que requieren energía (Whitfield y Valvano, 1993).,
denominados transportadores ‘ABC’ (por ‘ATP-Binding Cassette’) (Fath y Kolter, 1993).
Recientemente, se han identificado en E. coil dos proteínas, KpsM y KpsT. implicadas en el
transpone del polisacárido capsular de los serotipos Kl y K5 (Smith y cols., 1990) que
poseen un alto grado de similitud con transportadores ‘ABC’ ya descritos; así, KpsT es una
proteína probablemente asociada a la superficie citoplásmica de la membrana interna
(Pavelka y cols.. 1994) que es capaz de unir ATí> in vi/ro (Silver y cols.. 1992), mientras
que KpsM es una proteína de membrana que posee varios dominios transmembranales
(Pavelka y cols.. 1991). De este modo, KpsM es la encargada de realizar el transporte
valiéndose de la energía obtenida mediante la hidrólisis de ATP llevada a cabo por KpsT.
Mientras que en otras bacterias (iram-negativas. como 1-1? in/luenzae serotipo b y N.
tncn¡ng¡nd¡s grupo C, se han encontrado sistemas de transporte homólogos al de E. coli
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(Kroll y cols., 1990; Frosch y cols., 1991) hasta el momento no se han identificado
proteínas que ejerzan funciones similares en microorganismos Gram-positivos.
En el caso de bacterias Gram-negativas, es necesario el paso del polisacárido desde el
espacio periplásmico hasta la superficie celular, a través de la membrana externa. Este
proceso es poco conocido, habiéndose identificado hasta ahora en E. coli sólo una proteína
periplásmica, KpsD, implicada en el proceso, aunque se sabe que no es la única (Silver y
cols., 1987). Por otro lado, existe actualmente una gran controversia sobre la implicación de
algunas proteínas de la membrana externa y otras estructuras, como las uniones de Bayer,
en el proceso de translocación del polisacárido al exterior celular.
En general, los polisacáridos capsulares presentan una estructura bastante regular, sin
embargo, en determinados casos, se observa la existencia de cadenas laterales de forma
irregular. Estos sustituyentes pueden ser de diversa naturaleza, aunque lo habitual es que se
trate también de carbohidratos. Aunque los mecanismos por los que se produce este
fenómeno son variados, en todos los casos descritos hasta el momento, las reacciones de
modificación del polisacárido tienen lugar a nivel del oligosacárido unido al intermediario
lipídico (Whitfield y Valvano, 1 993).
5.4. MECANIsMoS DE REGULACIóN EN LA BIOSINTESIS DEL POLISACÁRIDO CAPSULAR
Durante el cultivo de microorganismos capsulados en el laboratorio se ha observado que,
en muchos casos, la producción de cápsula varia según las condiciones de cultivo. Así, en
muchas cepas de E. coN productoras de ácido colánico, su incubación a 3 PC conlíeva una
disminución en la cantidad de polisacárido producido. Por otra parte, la biosíntesis de este
polisacárido puede ser activada variando la composición del medio de cultivo (Markovitz,
1 977). Es evidente, por tanto, que deben existir sistemas de regulación de la biosíntesis
capsular, que permitan a los microorganismos adaptarse a las diferentes condiciones que se
presentan en sus hábitats naturales. La regulación puede producirse a diferentes niveles
como la transcripción, la traducción, o mediante reguladores alostéricos.
Se ha descrito un sistema de regulación para la producción de ácido colánico en E. coil
que consiste en una serie de proteínas que ejercen la función de recibir determinadas señales
ambientales y promover cambios intracelulares que conllevan la activación o inhibición de la
iranscripción de los genes responsables de la síntesis de ácido colánico (Stout y Gottesman,
1990: Gottesman y Stout. 1991: Jayaratne y cols.. 1993). Es interesante señalar que algunos
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PRECURSORES
Figura 3. Esquema de los dos modelos de transporte de polisacáridos capsulares a
través de las membranas celulares dc bacterias Gram-negativas. a) transporte mediado
por el undecaprenol fosfato; b) transporte mediado por transportadores ABC. Los círculos
negros representan unidades repetitivas de los polisacáridos. C55 y P representan el
undecaprenol y el grupo fosfato, respectivamente. Tomado de Whitfield y Valvano, 1991.
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componentes de este sistema están implicados también en la regulación de la expresión de
otros genes que cumplen diversos papeles en procesos tan importantes como la división
celular (Gervais y cols.. 1 992; Gervais y Drapeau, 1992). Se han descrito sistemas similares
a éste en otros microorganismos productores de polisacáridos capsulares. Uno de estos
microorganismos es Pseudomonas acruginosa (Whitfield y Valvano, 1993), que produce
tina cápsula de alginato característica en estirpes aisladas de pulmón de pacientes con
fibrosis quistica. En este sistema se ha descrito la intervención, además, de otras proteínas
que contribuyen a la regulación de la biosíntesis, fucilitando la acción de las proteínas
efectoras (Deretic y cols., 1991; DeVault y cols., 1991; Boucher y cols., 1996). Se han
encontrado asimismo otras formas de regulación, como la activación alostérica de la
síntesis, o la inhibición de determinadas actividades enzimáticas por el producto final de
éstas (Whitfield y Valvano, 1993>.
Por otra parte, en algunos microorganismos cuya sintesis de polisacárido capsular es
relativamente inestable, se han descrito varios mecanismos que pueden ser la causa de este
fenómeno. El caso mejor estudiado es el de H. influenzae serotipo b, que muestra una
frecuencia de aparición de mutantes rugosos (no capsulados) que oscila entre el 0,1 y el
0,5%. Esta inestabilidad es el resultado de la estructura del locus cap, responsable de la
síntesis del polisacárido capsular. Este locus contiene un fragmento de DNA de 18 kb
duplicado, estando ambos dispuestos en tándem; sin embargo, una de las copias contiene un
gen, el bexA, delecionado, con lo que sólo hay una copia intacta del gen, situada entre
ambas repeticiones (Hoiseth y cols., 1986). La alta frecuencia de pérdida de la capacidad de
biosintesis capsular se ha atribuido a un reordenamiento del DNA, mediante recombinación,
que puede producir la eliminación total o parcial de la copia funcional de bexA del
cromosoma bacteriano. Este hecho conlíeva la acumulación de polisacárido capsular dentro
de la célula, ya que el gen bexA está implicado en el transporte del polisacárido al exterior
(KrolJ y cols.. 1988). Por otra parte, la duplicación está flanqueada por secuencias de
inserción (IS 1016), lo que provoca frecuentes amplificaciones del locus cap (Kroll y cols.,
1991). De este modo, al aumentar el número de copias de los genes implicados en la
biosíntesis capsular, se incrementa la cantidad de polisacárido sintetizado (Kroll y Moxon,
1988). Se ha postulado que el aumento en la cantidad de polisacárido secretado se
correlaciona con un aumento de la virulencia de la estirpe (Kroll y cols., 1991) aunque,
como contrapartida, la disminución o la pérdida de la cápsula puede facilitar la adhesión de
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la bacteria al epitelio y por tanto posibilitar la colonización de las mucosas (Hoiseth y cols.,
1 986). Recientemente se ha observado que, de un total de 66 aislados invasivos de H.
in/luenzae tipo b, 23 contenían el locus cap amplificado, en algunos casos hasta 5 veces.
Además, se comprobó que una estirpe con 5 copias produce seis veces más cantidad de
polisacárido que otra que posee 2 copias (Corn y cols., 1993). Estos autores postulan que la
disposición en forma duplicada supone una ventaja adaptativa por la capacidad que conlíeva
de amplificar con rapidez los genes capsulares bajo condiciones en que la producción de
más cápsula supone una ventaja como, por ejemplo, cuando el microorganismo debe evadir
la respuesta inmune del huésped.
Más recientemente se ha descrito un sistema de regulación de la expresión de genes
capsulares en N meningitidis, mediante la inactivación reversible de un gen esencial para la
síntesis de ácido siálico, por inserción o excisión de la secuencia de inserción LS 1301. Este
hecho ocasiona la conversión de una cepa capsulada en no capsulada, Lo que permite la
adherencia del meningococo al epitelio mucoso, y la posterior invasión del tejido
(Hammerschmidt y cok., 1996).
6. GENÉTICA DE LA BIOSÍNTESIS CAPSULAR
Los experimentos genéticos relacionados con la biosíntesis de los polisacáridos capsulares
constituyen la base de la biología molecular, ya que fueron los estudios llevados a cabo por
Griffith en los años 20 sobre la transformación genética en neumococo (Griflith, 1928) los
que permitieron, casi dos décadas más tarde, a Avery y colaboradores identificar al DNA
como la base química de la herencia genética (Avery y cols.. 1 944). A pesar de estos
precedentes. y del conocimiento de la implicación de la cápsula bacteriana en la virulencia,
conviene señalar que hasta muy recientemente no se han aplicado las técnicas de biología
molecular al estudio de los genes que intervienen en la biosíntesis de los polisacáridos
capsulares. especialmente en el caso de microorganismos Gram-positivos. Fué en 1981,
cuando Silver y su grupo donaron un fragmento de DNA de 12 kb, perteneciente a una
estirpe de E. coil Kl. que dirigía la síntesis de cápsula de este serotipo en una cepa de
serotipo K12 (Silver y cols., 1981). A partir de este momento se produjo un creciente
interés en la investigación de las cápsulas bacterianas, aunque en el caso de bacterias Gram-
positivas, hubo que esperar hasta 1 992 para comenzar a conocer la estructura y
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organización de los genes capsulares en bacterias de los géneros Sireptococcus y
SIap/iv/ococcus.
6.1.. ORGANIZACIóN DE LOS GENES CAPSULARES EN BACTERIAS GIUM-NEGAT¡vAs
Los genes capsulares se localizan en el cromosoma bacteriano y están generalmente
dispuestos en grupos, constituyendo una o varias unidades transcripcionales. Contienen la
información necesaria para la síntesis de las formas activadas de los monosacáidos, así
como para la polimerización de éstos y su posterior translocación a la superficie celular. A
su vez, los genes encargados de la regulación de la biosíntesis se disponen generalmente en
otros /oci, habitualmente alejados del grupo de genes biosintéticos. Por otra parte, en
determinados casos existen genes del metabolismo general de la célula implicados en la
formación de los precursores, y esto sucede cuando dichos genes forman parte de rutas
metabólicas generales.
En los últimos años se han llevado a cabo numerosos estudios en microorganismos Gram-
negativos, principalmente en E. cok N. meningitidis y H. infiuenzae, que han puesto de
manifiesto que la organización de los genes capsulares es común a todos ellos. Según esta
disposición, los genes se organizan en tres regiones: una de ellas contiene la información
para la biosíntesis de las unidades que componen el polisacárido y su polimerización,
mientras que las otras dos contienen los genes encargados de su transporte desde el
citoplasma a la superficie bacteriana. De este modo, la primera región es la que determina el
serotipo y por tanto difiere entre estirpes de distinta especificidad antigénica, siendo más
parecida entre cepas que produzcan cápsulas similares desde el punto de vista químico e
inmunológico (Boulnois y Roberts, 1990). Las otras dos regiones están implicadas en
funciones comunes a todos los serotipos de una misma especie bacteriana y por tanto, se
encuentran conservadas entre los diferentes tipos capsulares (Roberts y cols., 1986, 1 988b).
En E. coli los genes capsulares se encuentran en dos ¡Dei distintos, según codifiquen para
la síntesis de cápsulas grupo 1 o II. El locus capsular presente en las estirpes del grupo II,
denominado kps, se encuentra junto a serA (Bachmann, 1990) en el cromosoma de E. cali
(Orskov y Nyman. 1974) y está dispuesto en tres regiones fUncionales adyacentes (Boulnoís
y cols,, 1987) (Figura 4). La región 2, central. codifica para las funciones de formación de
los precursores, su ensamblaje y polimerización y así, cuando se obtienen mutaciones por
inserción de transposones en esta región, las estirpes mutantes son incapaces de producir
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polisacárido. De este modo, la región 2 refleja la complejidad estructural y química del
polisacárido (Boulnois y .Iann, 1989). En efecto, la región 2 del locus kps en el serotipo K4
es la más grande encontrada hasta el momento, 14 kb, y su unidad repetitiva está constituida
por tres monosacáídos diferentes (Drake y cok., 1990), mientras que la misma región en
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Figura 4. Esquema de organización del locus II de síntesis del polisacárido capsular
de E. cdi. Las zonas sombreadas corresponden a las regiones 2. serotipo-especificas, de
varios serotipos, indicados a la izquierda de la figura. En la parte superior se indican los
genes contenidos en las regiones 1 y 3.
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las estirpes Kl. cuyo polisacárido está constituido por un solo tipo de monosacárido, el
ácido N-acetíl neuramínico (NeuNAc), tiene un tamaño de 5 kb (Boulnois y cols., 1987).
Recientemente se ha secuenciado la región 2 de una cepa K5, viéndose que contiene cuatro
genes dispuestos en tres unidades de transcripción. Dos de éstos se han identificado como
una glicosil transferasa, enzima encargada de la incorporación de los monómeros al
polisacárido, y una UDP-GIc deshidrogenasa (UDP-GIcDH), que cataliza la formación de
ácido UDP-GIcA a partir de UDP-Glc (Petit y cols., 1995; Sieberth y cols., 1995). La
región 1 contiene cinco genes (Silver y cols., 1984; Roberts y cols., 1986; Pazzani y cois.,
1993), implicados en el transporte del polisacárido desde el periplasma hasta la superficie
celular (Echarti y cols.. 1983; Timniis y cok., 1985; Boulnois y cok, 1987; Roberts y cols.,
1 988a; Pazzani y cols., 1993), ya que mutantes en esta región presentan en el periplasma un
polisacárido quimica e inmunológicamente indistinguible del original. La región 3 contiene
dos genes, caracterizados en los serotipos Kl y K5 (Smith y cok., ¡990; Pavelka y cois.,
1991; Pavelka y cols., 1994), denominados kpsM y kpsT. Cuando estos genes se inactivan
por mutación, las estirpes resultantes presentan el polisacárido capsular en el citoplasma,
demostrándose así su implicación en el transporte a través de la membrana citoplasmática.
En otros microorganismos se han propuesto modelos similares, como en N. meningilidis
(Frosch y cols.. 1991) y en H influenzae (Kroll y cols., 1990), aunque en este último caso
existen ciertas características especiales comentadas en la sección 5.5. Además, en las
estirpes de E. coil productoras de cápsula grupo 1, la organización de sus genes es similar a
la dc los pertenecientes a serotipos de grupo 11 (Whitfield y Valvano, 1993), a pesar de que
ambos grupos no son alélicos, sino que los de grupo 1 están localizados junto al locus his,
adyacentes al ~b (Schmidl y cols., 1977; Laakso y cols., 1988; Whitfield y cols., 1989).
6.1.1. RELACIóN ENTRE GRUPOS DE GENES DE SÍNTESiS POLISACARÍDICA NO ALLIJCOS
Muchas especies bacterianas sintetizan varios polisacáridos de superficie diferentes y por
tanto poseen varios grupos de genes para dirigir su biosíntesis, Si entre estos procesos
biosintéticos existen intermediarios comunes a vanas reacciones, esto puede suponer que
existan actividades enzimáticas duplicadas. Así, al inactivarse uno de los genes que dirigen
dicha actividad, otro presente en un grupo distinto y situado a cierta distancia en el
cromosoma bacteriano puede suplir la falta del primero con lo que la biosíntesis de ambos
polisacáridos no se ve afectada (Jayaratne y cols., 1994). Esto ocurre, por ejemplo, cuando
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se inactivan los genes r/jD o rfjE del grupo de genes de la biosíntesis del antígeno comun
enterobacteriano (ECA) (Kuhn y cols., 1988), encargados de la síntesis de ácido N-acetil
manosaminurónico (ManNAcA), en una estirpe en la que se ha donado los genes para la
biosíntesis de polisacárido capsular K7, que contiene este azúcar en su estructura (Meier-
Dieter y cols., 1990). Sin embargo, en algunos casos no existe tal duplicación de la
actividad y la mutación del gen responsable de ella conlíeva la pérdida de la producción de
ambos polisacáridos (Whitfield y Valvano, 1993).
6.1.2. BAsES GENÉTICAS DE LA VARIABILIDAD ANTIGÉNICA CAPSULAR
Uno de los principales problemas que surgen a la hora de abordar un tratamiento que
bloquee la acción patógena generada por la cápsula de microorganismos virulentos es la
gran variabilidad antigénica que presentan los polisacáridos capsulares. Esta variabilidad
podría ser el resultado de la presión selectiva que ejercen los mecanismos de defensa del
huéspéd en sus hábitats naturales. En los últimos años, con la aplicación de las técnicas de
biología molecular al estudio de los genes capsulares se empieza a comprender la base
molecular de esta diversidad. Asi, por ejemplo, se ha postulado la evolución, desde un
progenitor común, de los distintos loci kps pertenecientes a serotipos de E. coil de grupo II,
debido a la gran similitud existente entre estos grupos de genes (Boulnois y Jann, 1989).
Además, se piensa que la evolución de estos loci ha podido tener lugar independientemente
de la región cromosómica que ocupa actualmente. habiéndose integrado más tarde en ésta.
Sin embargo, se desconoce por el momento si esta evolución se ha producido en otras
regiones del cromosoma de E. coli, o en elementos genéticos móviles (transposones,
plásmidos o bacteriófagos) (Vñnr, 1991). Por otra parte, se ha descrito un tercer tipo de
grupo capsular, denominado 1/II (Finke y cols., 1990) ya que posee características de ambos
grupos. Se ha visto que las estirpes productoras de polisacáridos del grupo 1/II no poseen
Los genes de grupo II. sino otro grupo de genes productores de polisacárido aunque
situados en la misma región que los del grupo II, es decir, ligados al locus serA. Por otra
parte, en las cepas de grupo 1 no existen genes capsulares en esa posición del cromosoma.
Además, la zona que fianquea la región 1 de una estirpe de grupo II se encuentra en la
mayoría de las cepas estudiadas independientemente de su serotipo y, en las de los grupo II
y 1/II, está repetida varias veces a lo largo del cromosoma (Drake y cols.. 1993).
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La variabilidad antigénica en el caso de H. inJiuenzac ha sido explicada por la
incorporación de genes mediante transposición. Estas transposiciones estarían facilitadas
por la existencia de secuencias de inserción 151016 flanqueando los genes del locus cap en
algunas estirpes (Kroll y cols., 1991) como se ha comentado anteriormente (ver sección
5.5). 1]. influenzae es un microorganismo que desarrolla transformación genética de forma
natural y, en consecuencia, mediante la incorporación de DNA exógeno y una posterior
recombinación con zonas de la región 2 (serotipo-específicas) podría dar lugar a la aparición
de nuevos serotipos. Esta incorporación de DNA al cromosoma bacteriano estaría
posibilitada por las secuencias de inserción encontradas a ambos lados del locus cap (Kroll,
1992).
6.2. ORGANIzACIÓN DE LOS GENES CAPSUlARES EN BACTERIAS GRAM-PoSITIVAS.
La organización de los genes capsulares descrita para microorganismos Ciram-negativos
no ha podido ser aún confirmada para el caso de los Gram-positivos; es más, los estudios
realizados hasta el momento parecen indicar que, tal vez, ambos sistemas se diferencian de
forma significativa. Esto no es extraño, si tenemos en cuenta que en bacterias Grarn-
positivas, durante el proceso de transporte del polisacárido capsular, éste solamente debe
atravesar la membrana citoplásmica. Recientemente, se han donado los genes responsables
de la síntesis de la cápsula de S. aureus serotipo 1 (Lee, 1992; Lin y cols., 1994). Es
interesante señalar que, dada la alta frecuencia de obtención de mutantes rugosos (no
capsulados) en este microorganismo (1,3% a 370C y hasta 40% a 430C) se había sugerido
que los genes capsulares residirían en elementos genéticos móviles, como plásmidos o
bacteriófagos. Sin embargo, se comprobó que la eliminación de dichos elementos no
afectaba a la capacidad de producción de cápsula. Los 13 genes capsulares que se
encuentran en un fragmento de DNA de 14,6 kb están implicados en la biosíntesis de la
cápsula de tipo 1. Esta se compone de taurina, 2-acetamido-2-desoxi-fucosa y ácido 2-
acetamido-2-desoxi-galacturónico en proporción molar 1:2:4. Hasta el momento no existen
evidencias claras acerca de la organización transcripcíonai de estos genes, aunque algunos
experimentos parecen indicar que están agrupados en varios operones. Por otro lado, se
desconoce la función que ejercen las proteínas codificadas por estos genes aunque, la
comparación de las secuencias deducidas de aminoácidos con las presentes en los bancos de
datos, muestran ciertas similitudes entre tres proteínas (Capí, CapL y CapM) y otras tantas
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pertenecientes al locus vip de 8. typhi, responsable de la síntesis del antígeno Vi (Hashimoto
y cols., 1993). compuesto en parte por ácido 2-acetamido-2-desoxi-galacturónico. Parece,
por tanto, que estas tres proteínas están implicadas en la síntesis de este azúcar. Además,
otra proteína (CapG) posee una similitud notable con la secuencia consenso de una familia
de acetiltransferasas procarióticas, por lo que se cree que podría desempeñar esta función
(Lin y cols., 1994). Recientemente se ha observado que estos genes forman parte de un
elemento genético discreto, especifico de las estirpes de serotipo 1, de un tamaño que osdila
entre 33,3 y 35, 8 kb. Además, se ha sugerido la posibilidad de que se trate de un
bacteriófago defectivo y/o un plásmido integrado en el cromosoma de la bacteria (Lee,
1995).
Por otra parte, se han donado algunos genes implicados en la síntesis del polisacárido
capsular de estreptococos del grupo E de tipo III (8. agalactiae), compuesto por cadenas
lineales cuya unidad repetitiva es -44)-~-D-Glc-( 1 —>6)-~-D-GlcNAc-( 1 —*3)-¡1-D-Gal-( 1 —+,
y cadenas laterales de a-NeuNAc-(2-->6)-~-D-Gal, unidas al C-4 de cada residuo de GINAc
(Kenne y Lindberg, 1983). Así, en un fragmento de DNA de 3,7 kb se han identificado 4
genes completos, denominados cpsA, B, (3, 1); de éstos, únicamente el gen cpsD posee
cierto parecido con otras proteínas conocidas, encontrándose una notable similitud con la
proteína codificada por el gen rjbP (Jiang y cols., 1991) que posee actividad
galactosiltransferasa. esto es, que cataliza la transferencia de residuos de galactosa al
undecaprenol fosfato (Rubens y cols., 1993). La función de los genes cpsAI3C no ha podido
ser determinada aún. Muy recientemente, se han identificado, además, dos genes situados en
posición 3’ respecto de los genes cpsABCD, denominados cpsE y cpsF, encontrándose que
la proteína CpsF es una CMP-NeuNAc sintetasa, es decir, la enzima encargada de sintetizar
uno de los precursores de la biosíntesis capsular de este microorganismo (Hafi y cols.,
1996).
Otro de los microorganismos Gram-positivos donde se han identificado los genes que
dirigen la biosíntesis de la cápsula es 8. pyogenes. Como se ha comentado anteriormente.,
este microorganismo. perteneciente al grupo A de estreptococos, produce un único tipo de
polisacárido capsular compuesto de ácido hialurónico, cuya unidad repetitiva es
GIcA-( 1 -~43)-Ii-D-UlcNAc-( 1 —* (Kenne y Lindberg, 1983). De manera prácticamente
simultánea, dos grupos de investigación han donado recientemente los genes necesarios
para la producción de cápsula, denominados MsA y hasB (Dougherty y van de Rijn, 1992,
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1993, 1994, DeAngelis y cols., 1993a, b), y se ha caracterizado la función de las proteínas
codificadas por ellos (Dougherty y van de Rijn, 1993, DeAngelis y cols., 1993a). Así, 1-lasA
es una hialuronan sintasa. una enzima probablemente anclada en la membrana, encargada de
la polimerización del ácido hialurónico, mientras que HasB es una UDP-CIcDH. Mediante
mutación por inserción con el transposón Tn9Ió se comprobó que ambos genes son
indispensables para la producción de cápsula en £ pyogenes, y que forman parte de la
misma unidad transcripcional (Dougherty y van de Rijn, 1994). Por otra parte, se demostró
que un plásmido que contiene aparentemente sólo estos dos genes era capaz de producir
ácido hialurónico en E. cali y en Enterococcus/hecalis, un microorganismo al que nunca se
ha descrito como capsulado (DeAngelis y cols., 1993a). Asimismo, HasA es bastante similar
a la proteína NodC de Rhizobiurn, implicada en la síntesis de oligómeros de quitina [13-
(1 —>4)-GlcNAcj¡; así, parece que HasA actuaría como una [1-(1—*4)-Gl&NAc transferasa.
Ya que la síntesis de hialuronato requiere además una actividad j3-( 1 —*3)-GícA transferasa,
parecería necesaria la presencia de otra enzima con esta actividad (Dougherty y van de Rijn,
1994). Sin embargo, se ha sugerido que HasA podría llevar a cabo ambas reacciones
(DeAngelis y cols., 1 993b). Es más, estos nusmos autores han demostrado que, en estirpes
de E. coil K5 que sintetizan UDP-GlcA para la producción de su propio polisacárido
capsular, sólo es necesaria la presencia del gen hasA para que se sintetice ácido hialurónico.
Por otro lado, se ha observado que ¡a estructura primaria de la enzima HasA se encuentra
altamente conservada entre distintas estirpes de estreptococos del grupo A, mientras que
otro factor de virulencia, la proteina M, varía considerablemente entre estas cepas
(DeAngelis y cols., 1994). Además, se ha purificado la enzima HasA mediante el uso de
anticuerpos monoclonales y se ha comprobado su capacidad para producir in vitro un
polímero de alto peso molecular (DeAngelis y Weigel, 1994). Por otra parte, partiendo de la
observación de la pérdida de la cápsula, a] Jiegar a la fase estacionaria del crecimiento (van
de Rijn, 1983), mediante estudios de transcripción del operón has, se ha observado que la
regulación de la producción de ácido hialurónico en 5. pyogenes tiene lugar a nivel
transcripcional (Crater y van de Rijn, 1995). En el operón has se incluye un tercer y último
gen, denominado hasC {Dougherty y van de Rijn, 1993), que codifica para una enzima con
actividad tJDP-Glc pirofosforilasa. esto es, que sintetiza UDP-Olc a partir de glucosa-1-•
fosfato (Glc-l-P) y UTP (Crater y cols., 1995).
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7. ESTUDIOS SOBRE LA BIOSÍNTESIS DE POLISACÁRIDOS CAPSULARES
EN NEUMOCOCO
Como ya se ha comentado anteriormente, hasta el momento se han descrito 90 serotipos
capsulares en neumococo, química e inmunológicamente diferentes entre sí. Las tablas 1 y 2
muestran, en aquellos casos bien conocidos, los monosacáridos que componen cada
serotipo, así como los que se encuentran más frecuentemente en aislados clínicos,
respectivamente. Durante dos décadas, entre los años 1950 y 1970, se llevaron a cabo
numerosos estudios acerca de los procesos bioquímicos que tienen lugar durante la
biosíntesis capsular, así como sobre los factores genéticos subyacentes. Uno de los casos
mejor estudiados es el de] serotipo 3, debido a que la estructura química de su polisacárido
es muy sencilla, estando constituida por unidades repetidas de ácido celobiurónico [—>4)43-
D-Glcp-(1—>3)-13-D-GlcpA-(l--+] (Reeves y Goebel, 1941).
Tabla 1. Estructura química de algunos polisacáridos capsulares de neumococo
~1’
-1
~3-D-Galp
—*4).I3-D-ManpNAc-(1 —*4)-a-U-Glcp-(1—*2)-a.L.Rhap.(1-PO¿—>
‘Sugp. 2-acetamido-4-amino-2, 4. 6, trideoxy-D-galactosa; Sugp. 2-acctamido-2, 6-dídeoxi-n-xylo-
hcxos-4-ulosa; Rha, ramnosa; FucpNAc, N-acetil fi~cosamina; Man, Manosa; ManpNAc, N-acctil
nianosamina; PnepNAc, 2-acctamido-2, 6-dideoxi-L-talosa.
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‘7.1. ESI’IJDIOS BIOQUÍMICOS
Los estudios acerca de la biosíntesis del polisacárido capsular de neumococo revelaron
ciertos principios que parecen poder aplicarse a muchos otros sistemas de síntesis de
polisacáridos. Así, se describió que fracciones paniculadas de células rotas de S.
pneumoniae catalizaban la incorporación de las formas activadas de azúcares a moléculas
serológicamente reactivas (Smith y cols., 1960b). En el caso del serotipo 3, estas formas
activadas son UDP-G]c y UDP-GIcA. Por otra parte, este tipo de compuestos se acumulan
en el citoplasma de neumococo, cuando se cultiva en el laboratorio, hasta la fase
estacionaria del crecimiento (Smith y cols., 1957a, b; 1959b). Algunos ¡nonosacáidos se
encuentran en todas las estirpes, independientemente del serotipo al que pertenezcan. Estos,
por tanto, deben formar parte de rutas metabólicas generales y, en ciertos casos, también en
la síntesis del polisacárido capsular. Otros. tales como UDP-GIcA y UI)P-GaIA, sólo se
detectan en células de serotipos en los que el azúcar o algún derivado suyo formen parte del
polisacárido capsular. Estos nucleótidos, por tanto, son serotipo-específicos (Mákelá y
Stocker, 1969). Se han identificado, además, algunas de las enzimas que catalizan la
conversión de estos nucleótidos; así, las que intervienen en la conversión hacia precursores
serotipo-específicos son a su vez específicas (Smith y cols., 1957a; 1958a, b; 1959b; 1960a;
1961 a). Segun los estudios realizados, se concluyó que la Glc-l-P es el precursor central
para la síntesis de todas las unidades glicosílicas de los polisacáridos de neumococo (Smith
ycols., ¡965).
Otras conclusiones extraídas de esta serie de estudios es que los pasos implicados en la
síntesis capsular son:
1) La formación de los precursores de los azúcares que formarán el polisacárido
capsular, mediante la acción de enzimas, algunas comunes y otras serotipo-
específicas.
2) La transferencia de los azúcares desde las moléculas donadoras hasta el
polisacárido, mediante la acción de enzimas con actividad glicosiltransferasas
serotipo-especificas.
En el caso concreto del serotipo 3, estas enzimas han sido bien estudiadas
bioquimicamente. Se han detectado dos enzimas implicadas directamente en la síntesis del
polisacárido capsular de tipo 3, una de ellas presenta actividad UDP-GIcDH y requiere la
reducción de NAD a NADH en una relación estequiométrica de 1:2 (UDP-GlcA:NADH).
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Las cifras entre paréntesis indican el porcentaje de los aislados que pertenecen a ese serotipo o
serogrupo.’ Nielsen y Henrichsen (1992); 2 Fenolí y cols. (1991).
Tabla 2. Distribución de serotipos o serogrupos en aislados clínicos de £ pneumoniae
Su presencia se ha detectado únicamente en aquellas estirpes cuyo polisacárido incluye
UDP-GlcA o compuestos sintetizados a partir de éste (Smith y cols., 1957b; 1958a, b;
1 960a). Del mismo modo, se describieron las condiciones de actuación de la enzima; así, se
encontró que su pH óptimo era 8,4 y que se activaba por Mg2+; del mismo modo se
describió que en su actividad estaba implicado algún residuo sulfidrilo (-SH) ya que la
enzima se inactivaba rápidamente por la acción del peróxido de hidrógeno, evitándose este
efecto mediante agentes como el tioglicolato potásico (MiUs, 1960).
Por otra parte, se describió la acción de un sistema enzimático con actividad
glicosiltransferasa, encargado de transferir los azúcares al polisacárido capsular de serotipo
3 (Smith y cols., 1 960b). Se vió que este sistema se encuentra presente en la fracción
partículada de extractos celulares de neumococo, y que para su actividad óptima requería
Mg2, pH 8,4 y una temperatura de 320C. Además, se describió la dependencia de la
actividad glicosiltransferasa, de la presencia de cierta cantidad de polisacárido tipo 3 que
funcionaria como iniciador y al que se iría añadiendo el polisacárido sintetizado de novo
(Smith y cols., 196 ib; Smith y Milís, 1966).
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Por otro lado, se estudió la síntesis in vi/ro de polisacárido capsular de serotipo 14 a
partir de Los UDP-derivados de los monosacáidos que lo componen y se describió así, la
síntesis simultánea de dos compuestos de naturaleza glicolipídica. El papel desempeñado
por estos compuestos durante la biosíntesis capsular se desconoce, aunque se sugirió que
podrían intervenir como iniciadores de la síntesis, es decir, como aceptores iniciales de los
monósacáidos, o como intermediarios lipídicos del proceso biosintético (Distíer y
Roseman, 1964; Distíer y cols., 1966).
En general, mediante el análisis de los nucleótidos presentes en el citoplasma de células
de neumococo de distintos serotipos, se encontró que el mecanismo de férmación de los
distintos compuestos precursores de la síntesis de los polisacáridos capsulares era similar al
descrito en hígado de mamíferos (MilIs y cols., 1 958). Así, para las estirpes capsuladas de
serotipos 1 y 3 se propuso el mecanismo mostrado en la Figura 5.
LJTP P-P~ 2NAD 2NADH
GIc-t-P —> UDP-Gk UDP-GIcA
UDP-GIcA, epimerasa
Uridil-trausferasa UDP-GlcDI1
Y
¡11W-GalA
y
y
A
g
Xy> 9UDP-Sug
Figura 5. Ruta de síntesis de los precursores de los polisacáridos capsulares de los
serotipos 1 y 3 dc S. pneumoniae. Las flechas grandes indican las enzimas que catalizan
los diferentes procesos bioquímicos, representados mediante flechas finas. Las reacciones
específicas del serotipo 1 se representan mediante flechas finas sombreadas y las comunes a
ambos serotipos están indicadas por flechas finas negras. UDP-Sug, 2-acetamido-4-amino-
2, 4, 6. trideoxy-E)-galactosa. 2. indica un proceso bioquimico no caracterizado.
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7.2. EgiIJí)¡os GENEiROS
Mediante el análisis de mutantes rugosos espontáneos se obtuvieron numerosos datos
acerca de los elementos genéticos que dirigen la biosíntesis capsular en 8. pneun’¿oniae. Por
un lado, se estudiaron las deficiencias bioquímicas ocasionadas por las mutaciones y por
otro, mediante experimentos de transformación genética, las relaciones entre los distintos
genes responsables de la biosíntesis capsular. Así, a partir de cepas capsuladas de serotipo 3
se obtuvieron mutantes rugosos deficientes en UDP-GIcDH que no sintetizan UDP-GIcA;
sin embargo, extractos obtenidos de estos mutantes incubados con UDP-Glc y UDP-GlcA
todavía eran capaces de sintetizar polisacárido de serotipo 3, lo cual demostraba que el
sistema glicosiltransferasa se encontraba intacto en dichos mutantes (Smith y cols., 1 960b;
196 la). Sin embargo. los mutantes obtenidos a partir de una estirpe de serotipo 1 fueron de
tres clases, en función de su defecto bioquímico: 1) deficientes en UDP-GIcDH, 2)
deficientes en UDP-GIcA epimerasa (enzima que convierte UDP-GlcA en UDP-GaIA), y 3)
deficientes en el sistema glicosiltransferasa (MacLeod y Krauss, 1947; Jackson, 1962).
Por otro lado. se realizaron transformaciones genéticas ‘intratipo’, es decir, experimentos
en los que mutantes no capsulados eran transformados con DNA extraído de estirpes
capsuladas del serotipo original de dichos mutantes, con lo cual se obtienen estirpes
transformantes que han recuperado el fenotipo capsulado. Además se hicieron
transformaciones utilizando, como donador, DNA extraído de mutantes no capsulados
distintos de la estirpe receptora, pudiéndose determinar de este modo que la mayor parte de:
los mutaciones obtenidas partiendo de cepas de serotipo 3 se encontraban próximas en el
cromosoma (Ephrussi-Taylor, 1951 b). En concreto, se analizaron 21 mutantes R
espontáneos aislados independientemente, de tal modo que todas las combinaciones en
parejas de cepas donador-receptor de 20 de ellas, producían transformantes capsulados;
asimismo se comprobó que la cepa restante contenía un defecto adicional en alguna otra
enzima implicada en la síntesis capsular y podría ser un mutante de deleción (Bemheimer y
cols.. 1968). Por otra parte, se observó que las cepas capsuladas podían ser transformadas
con DNA extraído de cepas rugosas obteniéndose así transformantes no capsulados, aunque
con baja frecuencia. ya que las cepas capsuladas poseen una eficiencia de transformación
notablemente reducida (Ravin, 1959; Ephrussi-Taylor, 195 la, b). A este respecto cabe decir
que. en una mayoría sustancial de los casos, las cepas capsuladas que no se transforman
poseen algún tipo de defecto en la producción del factor de competencia o activador, que
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puede ser revenido mediante la adición de dicho activador al medio de cultivo (Yother y
cols., 1986; Hávarstein y cols., 1995).
Del mismo modo, se hicieron experimentos de transformación genética ‘intertipo’. En
algunos casos ello supone que el nuevo polisacárido sintetizado contenga azúcares no
presentes en el polisacárido original, lo cual supondría la adquisición de nuevos genes. Estas
transformaciones implican la pérdida de determinadas actividades enzimáticas y, por tanto,
de sus genes correspondientes (Austrian y cols., 1959). Por tanto, la transformación
‘intertipo’ habitual consiste en el cambio de un grupo de genes por otro y puesto que
algunas veces estos grupos son muy distintos, al implicar la existencia (le un proceso de
recombinación homóloga, los puntos de sinapsis deben incluir regiones homólogas situadas
a ambos lados del grupo de genes serotipo-específicos (Mákelá y Stocker, 1969). Además,
algunas veces, cuando se transforma una estirpe rugosa con DNA de una cepa capsulada de
serotipo distinto al original del receptor, se obtienen individuos capsulados del serotipo de
la cepa donadora, así como otros del mismo serotipo que el original del receptor. Este
hecho se debe a que el grupo de genes del DNA donador posee un gen homólogo al gen
mutado en la cepa receptora con lo cual, se puede producir una recombinación que afecta
únicamente al gen mutado restaurándose así su actividad (1-layes, 1966).
Otro fenómeno que ha permitido obtener datos de gran interés acerca de la disposición de
los genes capsulares fue observado por Austrian y Bernheimer (1959) cuando, al
transformar algunas estirpes rugosas de serotipo 3, deficientes en UDP.-GIcDH, utilizando
un l)NA donador extraído de una estirpe capsulada de serotipo 1 obtuvieron, además de
transformantes de serotipo 1, individuos que reaccionaban con antisueros frente al
polisacárido de tipo 3 (suero anti-S3) y también, aunque de forma más débil, con suero anti-
SI. A estos individuos se les denominó ‘binarios’ 1 -3, ya que sintetizaban ambos tipos de
polisacáridos. Mediante análisis genéticos se comprobó que estos individuos contenían el
grupo de genes parentales (serotipo 3-específicos) mutado, así como el grupo de genes
donador (serotipo 1-específicos). En éste se encuentra un gen que codifica para la UDP-
GIcDH del serotipo 1. la cual suple la deficiencia en esta enzima del grupo de genes de tipo
3. l)e este modo, el tJDP-GIcA sintetizado por la enzima de serotipo 1 es utilizado para la
síntesis de ambos tipos de polisacáridos. En estos individuos binarios, el grupo de genes
donadores se habría insertado en el cromosoma, en una región distinta a la que
habitualmente contiene los genes capsulares (Austrian y cols., 1959). Cuando el DNA de
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una estirpe ‘binaria’ se utiliza como donador en un experimento de transformación en el que
la cepa receptora no capsulada proviene de un serotipo distinto al í ó al 3, se obtienen
transformantes de tres clases:
1) no capsulados con un genotipo capsular de tipo 3; II) capsulados de serotipo 1, y III)
capsulados con fenotipo ‘binario’. Estos últimos se dan con una frecuencia muy baja, por lo
que podrían ser atribuidos a una transformación doble más que a la transformación con un
fragmento de DNA conteniendo ambos grupos de genes. Por tanto, estos dos grupos de
genes no se encuentran próximos en el cromosoma de £ pnewnoniae y la obtención de
estirpes ‘binarias’, está supeditada a la existencia de intermediarios comunes a ambas rutas
biosintéticas capsulares y de genes comunes o fragmentos de éstos repetidos en otras zonas
del cromosoma bacteriano (Austrian y cols.. 1959).
En resumen, los resultados de los estudios citados indicaban que los genes para la síntesis
del polisacárido capsular se encuentran ligados y pueden íransferirse formando un elemento
único durante la transformación genética (Ephrussi-Taylor. 1949). Asimismo, se propuso el
modelo por el cual los genes capsulares serotipo-especificos forman una agrupación tipo
casete, intercambiable mediante transformación, dando lugar así al cambio de serotipo en la
cepa receptora; esta casete ocuparía la misma región del cromosoma en todos los
neumococos, independientemente del serotipo, y estaría flanqueada por regiones altamente
conservadas en todos los serotipos que contendrían, posiblemente, genes capsulares
implicados en flinciones comunes de la síntesis del polisacárido (Ephrussi-Taylor, 1951 b:
Austrian y cols., 1959; Bernheimer y Wermundsen, 1972). Sin embargo., una excepción a]L
modelo de la casete de genes capsulares la constituyen las estirpes ‘binarias’; en este caso
no sc produce un intercambio de casetes capsulares, sino que ambas permanecen en el
cromosoma en regiones distintas y alejadas entre sí. presumiblemente como resultado de un
proceso de recoinbinación no homóloga.
Por otra parte, hace muy pocos afios se ha comenzado a aplicar las técnicas de biología
molecular al estudio de los genes capsulares. En efecto, en nuestro laboratorio se clonó y
secuenció por vez primera un fragmento de un gen capsular de neumococo, denominado
cap3-I, implicado en la síntesis del polisacárido capsular de tipo 3. Se vió además que la
región situada a un lado de éste gen estaba presente en todos los serotipos analizados
mediante experimentos de hibridación (García y cols.. 1993). Algún tiempo después y
durante el desarrollo de esta tesis, Dillard y Yother donaron algunos fragmentos de DNA
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situados en torno al gen cap3-1, que ellos denominaron cpsA, con los que transformaban
ciertos mutantes rugosos de tipo 3, restaurando de este modo el fenotipo capsulado (Dillard
y Yother, 1994). Más recientemente, estos mismos investigadores han encontrado otros
genes implicados probablemente en la síntesis de ¡a cápsula de tipo 3 y han sugerido las
posibles funciones que las proteínas codificadas por ellos podrían tener en este proceso,
aunque estas proteínas no han sido expresadas en ningún sistema heterólogo y su función no
ha podido ser determinada de manera directa (Dillard y cols., 1995).
Asimismo, también muy recientemente, se han donado algunos genes implicados en la
sintesis del polisacárido capsular del serotipo 19F de neumococo. Así, mediante la inserción
en e) cromosoma de plásmidos incapaces de replicar en neumococo, de su posterior rescate
y del empleo de la técnica de la reacción en cadena de la polimerasa (PCR), se han
identificado seis genes completos (denominados cpsl9/A-F) y uno incompleto (cpsl9fG)
constituyendo lo que parece ser una única unidad transcripcional. Mediante la inactivación
de cada uno de estos genes por inserción-duplicación (Morrison y cols., 1 984)se ha
propuesto que todos ellos están implicados en la biosíntesis capsular, aunque no se pudo
excluir la existencia de efectos polares. Además, se ha comprobado que los genes cps19/A y
c¡>sI9jB hibridaban con DNAs pertenecientes a todos los serotipos de neumococo, los dos
siguientes genes del operón (cpsl9/C y D) lo hacen sólo con algunos serotipos, mientras~
que los genes cpsl 9/E, cps19fF y cpsl9fi3 parecen estar presentes únicamente en el DNA
de estirpes del serotipo 19F (Guidolin y cols., 1994).
En resumen, la organización de los genes capsulares en bacterias Uram-positivas, y
concretamente en £ pneumoniae, no se ha dilucidado aún, aunque todo parece indicar que,
si bien no es igual en su conjunto a la disposición encontrada en Gram-negativas, los genes
serotipo-específicos se encuentran agrupados y flanqueados por regiones de DNA altamente
conservadas, las cuales podrían estar implicadas en la biosíntesis capsular.
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Como hemos indicado en la Introducción de esta Tesis, en los últimos años se esta
produciendo, un aumento espectacular de las resistencias de neumococo a los antibióticos,
especialmente a los Il-lactámicos y más concretamente a la penicilina. A raíz de este hecho,
se hace necesario un mayor conocimiento de los factores de patogenicidad de este
microorganismo, y principalmente de la cápsula polisacáidica, que constituye el principal
factor de virulencia de S. pnewnoniae. Por ello, el estudio de los procesos bioquímicos que
dan lugar a la biosíntesis de la cápsula de neumococo así como de la genética que subyace a
dichos procesos, puede resultar de gran utilidad a la hora de desarrollar nuevas estrategias
para el tratamiento y prevención de las infecciones causadas por dicho microorganismo. A
pesar de que los procesos genéticos de la síntesis capsular de 8. pneurnoniae han sido
objeto de investigación durante varias décadas, habiendo dado lugar a descubrimientos
trascendentales para el desarrollo de la biología moderna, las técnicas del DNA
recombinante no se han aplicado al análisis de los factores que controlan la formación de la
cápsula hasta hace muy poco tiempo y, por tanto, se tienen pocos datos moleculares acerca
de los genes que dirigen la síntesis capsular así como de las proteínas codificadas por los
inismos.
Tomando como punto de partida lo anteriormente expuesto, los Objetivos de la presente
‘lesis son los siguientes:
A) Clonación, identificación y análisis molecular de los genes que dirigen la biosíntesis
del polisacárido capsular de serotipo 3 de S. pneumoniae.
B) Caracterización de las funciones desempeñadas durante la biosíntesis capsular de
S. pneumoniae por las proteínas codificadas por los genes capsulares.
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MATERIALES Y MÉTODOS
1. ESTIRPES BACTERIANAS, PLÁSMIDOS Y OLIGONUCLEÓTIDOS
Para el desarrollo de este trabajo se utilizaron las estirpes bacterianas y los plásmidos que
se detallan en la Tabla 3, y los oligonucleótidos sintéticos descritos en la Tabla 4.
2. MEDIOS Y CONDICIONES DE CULTIVO
Las cepas se conservaron congeladas a -700C en medio de cultivo al que se añadió
glicerol al 10% (y/y) (concentración final). En el momento de sembrar las cepas, se
descongelaron, incubándose en los medios correspondientes a 370C, a menos que se indique
lo contrario, con agitación cuando se trataba de cepas de E. coil y sin agitación para las de
£ piteumoniae.
Los cultivos de E. coli se sembraron en medio LB (Sambrook y cois., 1989), añadiendo
agar al 1 ,5% (p/v) para cultivos en medio sólido. La concentración de antibiótico añadida al
medio LB para el cultivo de cepas resistentes fue, salvo que se indique lo contrario, de 100
j~g mV’ para la ampicilina (Ap), 10 ~g mf’ para la tetraciclina (Tet), 0,5 mg mf’ para la
eritromicina (Ery) ó 20 jxg mf’ para el cloranfenicol (Cm). El crecimiento de los cultivos de
E. coli se siguió por turbidimetría a 600 nm (A
600)con un espectrofotómetro Shlinadzu Uy-
260.
Para el cultivo de £ pneumoniae se utilizó el medio CA-Y: CpH8 (Tomasz, 1970)
suplementado con extracto de levadura 0,08% (p/v) (Difco). Para cultivos en medio sólido,
se añadió al medio anterior agar al 1,5% (p/v) y catalasa (250 unidades mV’) (Boehringer
Manheitn) aunque. en otros casos, se utilizaron placas de agar-sangre [Agar de soja
tripticaseina (Hispanlab). suplementado con 5% de sangre desfibrinada de camero]. Las
cepas de neumococo que contienen derivados de pLSEI (Ronda y cols., 1988) se
seleccionaron suplementado el medio correspondiente con 1 ~tgmV’ de lincomicina (Lin).
La multiplicación de este microorganismo se siguió por nefelometría con el empleo de un
nefelómetro Coleman modelo 9. calibrado para el recuento de células viables donde 1 N=
7.5 x lO> unidades formadoras de colonias (UFC) mf’,
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Tabla 4. Oligonucleótidos sintéticos.
Nombre Secuencia 5—>3’
CAP3APR 1 TAOCACCGCTAAAGACAGTCC
PCAP3 CGAGGTCATTGGTCAGCAGAAAOTA
PCAP3 E CTATACACGCGATTCATATOOCAGAG
PCAP6 CTCTGCTTCATTAAAAGCAACAACC
PCAP7 CCGCCCAACGAATAAGAATAAAGAC
PCAPI O GATTGAAAACACCCTAGCTCAAGAAG
PCAP1 1 GAAGTCGCATTTAAACGATTOGTCAG
PCAPI 2 TAAAGCAGCTATACAGGATGTGATG
PCAPI 3 CCATAAAGCTCTOAATAGTTGCAATAC
PCAP2O GAAAGAGGACTGTAGTCATATGAAAATTG
PCAP2 1 (iTGTGCCCAUCCCTGCAGC
PCAP22 TATAACCGCCCAATGCATAAGAATAAAGAC
Las secuencias subrayadas indican dianas de restricción creadas por los oligonucleótidos
durante la amplificación mediante PCR y en las que los nucleótidos en negrita corresponden
a los que no coinciden con la secuencia mostrada en la figura 10.
3. TRANSFORMACIÓN GENÉTICA
E. cvii se transfonnó utilizando el método con RbCI (Hanahan, 1983) o bien mediante
electroporación (Dower y cols., 1988).
La preparación de cepas competentes de neumococo ha sido descrita por Tomasz (1970).
1~os cultivos de neumococo poseen competencia natural en una detenninada etapa del
crecimiento (a una concentración celular comprendida entre 280 y 300 N). Una vez que el
cultivo alcanza esta concentración celular, se le añade glicerol al 10% y se congela
rápidamente en una mezcla frigorífica de etanol y nieve carbónica. Las células conservadas a
.700C mantienen la competencia sin pérdida apreciable durante largos periodos de tiempo.
El método de transformación utilizado ffie esencialmente el descrito por Barany y Tomasz
jI 980). excepto que la incubación con el DNA transformante se realizó a 300C durante 30
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minutos en medio CpHS suplementado con seroalbúmina bovina al 0,08% (p/v). Después,
los cultivos se incubaron a 370C durante 90-120 minutos en medio C±Ysuplementado con
seroaIbú~nina bovina al 0,08% (fase de expresión), antes de ser inoculados a 370C en el
medio sólido adecuado. Cuando fue necesario aumentar la proporción de células capsuladas
en la suspensión, se favoreció la aglutinación y sedimentación de las células rugosas
mediante la adición al medio de expresión de antisuero anti-R (0,5 it1 mt’).
4. OBTENCIÓN DE MUTANTES RUGOSOS DE & pnewnoniae
Los mutantes espontáneos no capsulados de neumococo se aislaron mediante subcultivos
repetidos de la estirpe parental capsulada en medio C±Yo en agar-sangre, tal y como se
describió anteriormente (García y cols., 1993). Asimismo se aislaron mutantes rugosos de
neumococo utilizando la técnica de inserción-duplicación (Morrison y cols., 1984), con las
siguientes modificaciones: un fragmento interno de cada gen se clonó en el plásmido
pUCEl 91 y el plásmido recombinante así obtenido se utilizó para transformar la estirpe
M23 de neumococo. A continuación, se seleccionaron los transformantes Lin’~ y se observó
su fenotipo capsulado o rugoso, que fue posteriormente confirmado mediante la técnica de
Quellung’ (ver más adelante>.
5. SEROTIPADO
La presencia de cápsula en neumococo se puso de manifiesto mediante la reacción de
‘Quellung’. Para ello se extendió una gota de una suspensión de neumococo sobre un
portaobjetos y se secó al aire. A continuación se depositó una gota de antisuero anti-
neumococo al que se le había añadido una gota de azul de metileno y al cabo de unos
minutos, se examinó la preparación al microscopio con objetivo de inmersión. La cápsula
parece de este modo estar hinchada y se visualiza como un halo claro rodeando a la
bacteria: este efecto se produce como consecuencia de un aumento en el índice de
refracción del polisacárido al reaccionar con los anticuerpos. Los antisueros usados fueron
suministrados por el Staten Seruminstitut de Copenhague, Dinamarca.
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6. EXTRACCIÓN DE DNA
Para la extracción de DNA cromosómico en pequeña escala a partir de cepas de
neumococo LytAÁ se utilizaron 10 ml de un cultivo en medio C+Y a una concentración
aproximada de 800 N. Este cultivo se centrifugó a 10.000 g, durante 5 minutos a 40C. Las
células se resuspendieron en 0,4 mi de tampón fosflito sódico 20 mM, pH 6,9 y se añadieron
25 pi de una solución 0,5 M de EDTA (pH 8,0). A continuación se añadieron entre 5 y lO
ytg de amidasa LytA (García y cols., 1987) y se incubé a 370C durante 20 minutos, tras lo
cual se trató la suspensión con 50 pi de una solución de desoxicolato sódico (DOC) al 10%
y se incubé a 37%’ hasta observar la lisis total de la suspensión. A continuación, se
añadieron 5 pi de una solución de RNasa a lO mg ml’ y se incubé una hora a 370C.
Después se agregó Proteinasa K (concentración final 150 ¡tg ml’) y se incubó una hora a
370C. A continuación. se añadieron 0.5 mi de una solución de fenol:cloroformo:alcohol
isoamílico (25:24:1). se mezcló y se centrifugó a 12.000 ~< g durante 15 minutos a
temperatura ambiente, desechando la fase orgánica. A la fase acuosa se agregaron 50 pi de
una solución 3M de acetato potásico (pH 4,8) y 1 ml de etanol absoluto, enfriando la
mezcla durante 20 minutos a -200C, tras lo cual se centrifugó a 12.000 x g durante 5
minutos. El precipitado se lavó con 1 ml de etanol al 70% y se secó al vacío durante ¿lO
minutos. El DNA así precipitado se disolvió a temperatura ambiente en 0,5 ml de TE [10
mM Tris-HCI (pl-] 8,0), 1 mM EDTA].
Cuando se purificó el DNA de una cepa de neumococo LytA4, las células se
resuspendieron en 0,4 ml de una solución compuesta de 50 mM Tris-HCI (pH 8,0), 30 mM
EDTA, 0,4% sarkosyl y 0,1% Triton X-l00 (Morrison. 1978) y se incubaron a 370C hasta
producirse la lisis total. El resto del proceso se llevó a cabo de la manera descrita
anteriormente, omitiendo la adición de acetato potásico antes de precipitar el DNA.
La extracción de DNA a gran escala de cepas LytA’ de neumococo se realizó siguiendo el
método descrito por Fenol> y cok. (>994). En el caso de cepas Ly-tA se partió de 400 ml de
cultivo y se efectuó de manera similar a la descrita para la preparación en pequeña escala
aumentando 40 veces las cantidades de los reactivos usados. Tras la lisis de las células se
procedió siguiendo el método descrito para las cepas LytA4.
La preparación de plásmidos a partir de las cepas de E. cvii se realizó utilizando el
método de l3irnboim y Doly (1979) tal y como lo describen Sambrook y cois. (1989). En
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ocasiones, los plásmidos se purificaron en gradientes de CsCI-bromuro de etidio según se
describe en Sambrook y cols. (1989).
La concentración de DNA se estimé a partir de la absorbancia de la solución a 260 nm
(4261,). Una solución de DNA de 50 jztg mi’ posee una ¿1260 de 1, cuando se utilizan cubetas
de 1 cm de paso óptico.
7. EXTRACCIÓN DE RNA
La cepa 406 de £ pneumoniae se incubé en medio C±Y(30 mI) hasta tinos 500 N. Las
muestras se centrifugaron y lavaron con TEC (10 mM Tris-HCI pH 8,0; 10 mM EDTA). Las
células se lisaron con 0,4 ml de TEC conteniendo 0,1% de DOC, congelándose dos veces
en nitrógeno líquido. Posteriormente, se añadieron 50 pi de SDS al 10% y 50 jul de acetato
sódico 2 M pH 4,0. A continuación, se añadieron 500 pi de fenol equilibrado con agua
(fenol fundido conteniendo hidroxiquinoleina al 0,1% (plp) y equilibrado con tres
volúmenes de agua) a 600C, se mezclé enérgicamente y se incubo a 600C durante 5 minutos.
Las muestras se centrifugaron recuperándose la fase acuosa y extrayéndose el RNA
mediante dos tratamientos a 60”C con 400 pi de fenol equilibrado con agua y precipitándose
posteriormente con etanol absoluto. El RNA se disolvió en el volumen adecuado de TEC.
El DNA presente en las muestras se eliininó mediante tratamiento a 370C durante una hora
con DNAsa 1 libre de RNasa (Pharmacia) en presencia de un inhibidor de RNasas (RNAsine
de l3oehringer). La concentración de RNA se estimó sabiendo que una unidad de A260
equivale a una concentración de 40 ~g mV’. Para determinar la pureza del RNA, las
muestras se analizaron en un gel de agarosa al 1% y se almacenaron a -70’C.
8. ELECTROFORESIS DE DNA
8.1. ELI« ¡ ROFORESIS CONVENCIONAL
Se utilizaron geles de agarosa al 0,7 ó al 1% en tampón TAL (Tris-HCI 40 mM, ácido
acético 20 mM, EDTA 2 mlvi. pH 8,1), utilizando el mismo tampón como electrolito. A las
muestras se les añadió 1/4 de su volumen de una solución compuesta por Ficolí 400 al 30%
(p/v). azul de bromofenol al 0.2% (p/v), xilencianol al 0,2% y EDTA 40 mM pH 8,0. La
electroforesis se realizó a 100-150 V durante 60-90 minutos y. una vez finalizada, los geles
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se tiñeron con bromuro de etidio (5 xg mU’) y [os fragmentos de DNA se visibilizaron con
radiación ultravioleta. Como marcadores de tamaño, se utilizaron el DNA del fago X
digerido con la enzima de restricción BstElI (Amersham), y la forma replicativa (RF) del
DNA del fago 4X 1 74 digerido con HaeIII (New England Biolabs).
8.2. ELECTROFORESIS EN CAM1~O PULSADO (PECE)
La preparación del DNA de S. pneutnoniae y £ oralis, embebido en bloques de agarosa,
se llevó a cabo según describieron Gasc y cols. (1991). El DNA se digirió con las enzimas
de restricción adecuadas en cada caso. Para la electroforesis se utilizaron geles de agarosa al
1% en TBE-SG (Tris 75 mM, ácido bérico 25 mM, EDTA 0,1 mM) (Stiblitz y Garletis,
1992). La electroforesis se llevó a cabo a 90C en este mismo tampón, a 200 V con una
rampa ascendente de pulsos de 1 a 40,2 segundos durante 24 horas, utilizando un aparato
CHEE-DRII (Bio-Rad). A continuación los geles se tiñeron durante 20 minutos en bromuro
de etidio (1 ~igmr’), previamente a su examen bajo radiación ultravioleta,, Los marcadores
de tamaño utilizados frieron moléculas concatenadas de XcISS7Sam7 (Bio-Rad) y
cromosomas de Saccharornyces cerevisiae (Bio-Rad).
9. REACCIÓN EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)
Para llevar a cabo la amplificación se empleó un equipo ‘Gene ATAQ Controller’
FM(Pharmacia-LKB) y las enzimas Pfr DNA polimerasa (Stratagene) o Replithenn DNA
polimerasa termoestable (Epicentre) de acuerdo con las instrucciones de los proveedores.
Las condiciones de amplificación se especificarán en cada caso. Los productos amplificados
se purificaron utilizando ~-Agarasa (New England Biolabs) o con el ‘kit’ Geneclean (Bio
101).
10. SECUENCIACIÓN DE DNA
La secuenciación manual de DNA se realizó según el método de Sanger y cols. (1977).
Para la reacción de secuenciación se utilizó el ‘T7 Sequencing’M Kit’ (Pharmacia) y como
nucleótido marcado radiactivamente, [a-355]dATP (3,7k 1 0’ Bq mmd’) (Amersham)’,
siguiendo las recomendaciones de los fabricantes.
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l)urante la última parte de esta tesis, la secuenciación se llevó a cabo utilizando un
secuenciador automático modelo Abi Prism 327¡M (Applied Biosystems). Para la reacción
de secuenciación se utilizó el ‘Dye Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit’ de
Applied Biosystems, y la DNA polimerasa AmpliTaq FS, siguiendo las recomendaciones de
los suministradores. Las reacciones se llevaron a cabé mediante la técnica de PCR con un
termociclador ‘Gene Amp PCR System 2400’ de Perkin-Elmer.
La secuenciación directa de los productos de la técnica de PCR se llevó a cabé con el
‘fmoI DNA Sequencing System’ de Promega, de acuerdo con las indicaciones de los
proveedores.
Para el análisis de las secuencias de DNA se utilizó el paquete de programas del
‘Winsconsin Geneties Computer Group’ (Madison, Winsconsin, USA) (])evereux y cols.,
1984). Las secuencias de aminoácidos deducidas a partir de la de nucícótidos se
compararon con las existentes en las bases de datos Swissprot y NR, así como con las
secuencias deducidas de las incluidas en las bases de datos GenBank y EMBL.
II. TÉCNICAS DE HIBRIDACIÓN DE DNA y RNA
11.1. MÁRUA,w 1W SONI)AS
Los fragmentos de DNA marcados radiactivamente (sondas) se obtuvieron mediante la.
técnica del ‘random-primer’ utilizando [a-
32P]dCTP(14,8x102 Bq mmol<, 3,7>d0~ Bq 1~r’}
(Amersham). el fragmento Klenow de la DNA polimerasa 1 de E. cvii (l~ollk), la solución
de iniciadores (‘primers’) y los dNTPs (Pharmacia), según se indica en Sambrook y cols.
(>989).
El marcaje de oligonucleótidos sintéticos se llevó a cabo mediante la utilización de la
polinucleótido quinasa del bacteriófago T4, utilizando [‘y-’
2P]ATP(18,5x10’3 Bq ‘nmof
3.7xl0~ Bq pl’). siguiendo las indicaciones de Sambrooks y cols. (1989).
Los fragmentos de DNA ~narcadoscon biotina se obtuvieron mediante la utilización del
sistema tolarPlex Cherniluminiscent Blotting Kit’ (Millipore) de acuerdo con las
instrucciones de los proveedores.
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11.2.’ Soi ti I¡tRN—¡n ÁYI’
La hibridación por la técnica de Southern se realizó según el protocolo descrito por
Sambrook y cols. (1989). El DNA se transfirió a membranas de nylon ‘lmmobilon-S’
(Millipore) y la hibridación se llevó a cabo a 650C, con sondas marcadas con biotina de
acuerdo con las indicaciones de los proveedores.
11.3. ‘Dor~nLo1r’
El DNA (aproximadamente 1 ~xg)fue desnaturalizado por tratamiento durante 10 minutos
a 370C en NaOH 0,5 M; a continuación, se depositó sobre una membrana ‘lnimobilon-S’
(tvlillipore) utilizando un aparato de ‘dot-blot’ (Bio-Rad). La membrana se sumergió en
solución desnaturalizante (NaCí 1,5 M, NaOH 0,5 M) durante 1 minuto, se transfirió
después a una solución neutralizante [Tris-HCI0,5 M (pH 7,2); NaCí 1,5 M; EDTA 1 mM]
durante 1 minuto y se secó al aire. El DNA se unió covalentemente a la membrana mediante
irradiación ultravioleta durante 10 minutos. La hibridación con la sonda marcada con biotina
se realizó a 650C siguiendo el procedimiento descrito anteriormente para la técnica de
~Southern-blot’.
11.4. ‘NORrnrRN-rn.>oi’
Tras el aislamiento de RNA, tal como se indicó en el apartado 7 de Materiales y Métodos,
las muestras se cargaron en geles de 1% de agarosa conteniendo 2,2 M de formaldehido y
se sometieron a electroféresis a 9 V ~ durante unas 1 8 horas. El gel se lavó varias veces
contra agua y se trató según describen Sambrook y cols. (1989). La transferencia de RNA
se realizó mediante vacío utilizando 2OxSCS (SCS lx: NaCí 150 mM, citrato trisódico 15
mM). La membrana se secó durante 30 minutos a 65V y, posteriormente, se fijó el RNA
con radiación ultravioleta (10 minutos). La hibridación con la sonda de DNA marcada con
[a-32P]dCi’P. se realizó a 65 0C durante 14 horas.
12. TÉCNICA DE ‘PRIMER EXTENSION’ PARA LA DETERMINACIÓN DE LOS
SITIOS DE INICIACIÓN DE LA TRANSCRIPCIÓN
El RNA (20 ~tg)y el oligonucícótido marcado radiactivamente en su extremo 5’ con
[y—2P3ATP (10< cpm) se precipitaron conjuntamente, resuspendiéndose el sedimento en 30
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pi de buifer de hibridación [PIPES (N,N’-bis[ácido 2-etanosulfónicol-piperazina) 40 mM
pI] 6.4; EDTA 1 mM; NaCí 0,4 M y 50% formamida], desnaturalizando a 850C durante 10
minutos e incubando 12 horas a 300C. El hibrido RNA-oligonucleótido se precipitó con
etanol y se disolvió en lO pi de la mezcla de reacción de la transcriptasa inversa (tampón
AMV (1 ><) (Promega); dNTPs 0,9 mM, pH 7; 0,4 U de RNAsine, y 3 U de enzima (virus de
la mieloblastosis aviar, Promega)1. La reacción de extensión transcurre durante una hora a
420C y se detiene con NaOH a una concentración final de 0,4 M, manteniéndose 12 horas a
temperatura ambiente para desnaturalizar los ácidos nucleicos. Posteriormente se neutralizó
la mezcla con ácido acético 0,4 M, los ácidos nucleicos se precipitaron con dos volúmenes
de etanol absoluto, y se disolvieron en una solución que contiene azul de bromofenol al
0,15%. xilencianol al 0,15%, EDTA 5 mM (pH 7,5) y 48,75% de formamida desionizada.
La determinación del sitio de iniciación de la transcripción se llevó a cabo mediante
electroforesis en un gel de poliacrilamida al 6% conteniendo 8 M de urea y autorradiografia
posterior. Como referencia se utilizó una reacción de secuenciación del plásmido que
contiene la zona promotora objeto de estudio.
13. ELECTROFORESIS DE PROTEíNAS EN GELES DE POLIACRILAMIDA-
SDS (SDS-PAGE>
Las electroforesis analíticas de proteínas se realizaron en todos los casos en
condiciones desnaturalizantes en presencia de SDS. La técnica descrita fije la utilizada por
Laemmli (1970) utilizando geles de poliacrilamida en placa (160 m~n X 100 mm x 2 mm) a
una concentración de entre el 8 y el 1 5%. Las muestras se hirvieron durante 5 minutos en
presencia del tampón de ruptura (Tris-HCI 62,5 mM, pH 6,8; SDS al 2%, ~-mercaptoetanol
al 5%, glicerol al 10% y azul de bromofenol al 0,005%). Las electroforesis se realizaron a.
temperatura ambiente y a 50 mA (corriente constante), utilizando un electrolito que
contenía Tris-HCI 0.025 lvi, glicina 0,192 M y 51)5 al 0.1%. Las proteínas de los geles se
visualizaron con azul brillante de Coomassie R-250, según se describe en Swank y
Munkress (1971). Las proteínas empleadas como marcadores de tamaño molecular se
adquirieron de Bio-Rad: fosforilasa b (92,5 kDa), seroalbúmina bovina (66,2 kDa),
ovoalbúmina (43 kDa), anhidrasa carbónica (31 kDa) e inhibidor de tripsina (21.5 koa).
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14. OBTENCIÓN DE EXTRACTOS CRUDOS DE CULTIVOS BACTERIANOS
Para obtener extractos de E. cvii se cultivaron las células en el medio adecuado a
370(5 durante 16 horas (fase estacionaria de crecimiento). A continuación, se diluyó 1/75
(y/y) el cultivo en medio fresco (volumen final 100 mí) y se continuó la incubación el
tiempo adecuado a cada caso, tras lo cual se añadió Isopropil ¡3-D-tiogalactósido (IPTG)
(0,5 mM, concentración final). La incubación se prolongó el tiempo indicado en cada caso.
A continuación, se enfriaron los cultivos a 40C, se centrifugaron a 6.000 >< g durante 10
minutos y se resuspendieron las células en 5 ml de tampón fosfato sódico 50 mM pH 7,0.
tina vez homogeneizada la suspensión, las células se rompieron mediante .3 tratamientos de
ultrasonidos de 10 segundos de duración cada uno, empleándose un sonicador MSE modelo
MK2 y manteniendo siempre la muestra a 40C. En determinados casos, la suspensión se
centrifugó a 16.000 x g durante 10 minutos a 40C para separar la fracción soluble de la
particulada, tras lo cual se valoró la fracción proteica de ambas muestras mediante el
método de Bradford (1976) y se analizaron las muestras mediante SDS-PAGE.
Para la obtención de extractos celulares de estirpes de 8. pneumoniae, éstas se
cultivaron en 10 ml de medio C+Y durante unas 6 horas y al alcanzar la fase exponencial
tardía de crecimiento, se transfirieron a 100 ml de medio fresco continuándose la incubación
hasta alcanzar una turbidez de 500 N. A continuación se enfrió el cultivo a 40C y se
centrifugó a 1 0.000 x g durante 20 minutos a esta misma temperatura. Las células se
resuspendieron en 3 ml de tampón fosfato sódico 50 mM pH 7 y se sometió la muestra a
tres tratamientos de ultrasonidos de 10 segundos cada uno utilizando un sonicador MSE
modelo MK2 y manteniendo las células en todo momento a 40C. El polisacárido capsular
presente en el usado celular obtenido se analizó por inmunodifusión doble en gel.
15. DETERMINACIÓN DE LA SECUENCIA N-TERMINAL DE LAS PROTEiNAS
Cx¡’3A, CÁP3B Y CÁP3C.
La preparación de las muestras se realizó siguiendo exactamente el método descrito
por Speicher (>994) y se determinó la secuencia de aminoácidos del extremo N-terminal de
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las proteínas Cap3A, (?ap3B y Cap3C, mediante el método de degradación de Edman. Para
ello se utilizó un secuenciador automático modelo 477A (Applied Biosystems).
16. ENSAYOS DE ACTIVIDAD ENZIMÁTICA
16.1. ENsAYO DE A(71’IVII)AI) UDP-CLCDH
El ensayo se realizó según el método descrito por Sehiller y cols. (1973) modificado
de acuerdo a ciertas características de la enzima de 8. pneumoniae descritas por Milis
(1960). La estirpe de E. cvii conteniendo el gen cap3A donado, se cultivó en 10 ml de LB
suplementado con 1 00 gg mV’ de ampicilina durante una noche; a continuación se diluyó
1/100 en 100 ml de medio fresco y se continuó la incubación hasta alcanzar una A6,~, de 0,6.
A continuación, el cultivo se incubó durante 30 minutos a 30
0C. tras lo cual se suplementó
con IPTG (0,5 mM, concentración final) la incubación se prolongó durante 75-90 minutos a
300C. se enfrió el cultivo a 40C y se centrifugó a esta misma temperatura a 6.000 x g
durante 10 minutos. las células se lavaron con 50 ml de tampón de ensayo 1100 mM Tris-
HCI (pH 9,0), lO mM tioglicolato potásico, 5 mM MgCl
2] y se resuspendieron finalmente
en 3 ~nl del mismo tampón. Las células se rompieron mediante tres tratamientos de
ultrasonidos de 1 0 segundos cada uno, manteniendo la muestra siempre a 4
0C. A
continuación, se centrifugó el lisado celular a 1 6.000 >< g, durante 1 5 minutos a 00C, tras lo
cual se recogió el sobrenadante que sirvió como extracto enzimático para el ensayo
posterior. La concentración de proteínas se determinó mediante el método de Bradford
(1976) utilizando seroalbúmina bovina como patron.
El ensayo se realizó a 300C en una cubeta de espectrofotómetro con un volumen total
de 1 ml de tampón de ensayo suplementado con 1 mM de UDP-Glc y 2 mM de NAD; la
reacción comenzó añadiendo cantidades variables de extracto enzimático. La oxidación de
NAO a NADI-1 se determinó midiendo el aumento de A340 en un espectrofotómetro
Shimadzu t.JV-260. Una unidad de enzima se define como la cantidad de enzima necesaria
para producir 2 ~~nolesde NADH por minuto, a 300C. La relación entre aumento de A
340 y
~moles de NADI-l producidos se realizó mediante la aplicación de la ley de Lambert-Beer,
cuya ecuacion es: AHÓ b x M x E: donde b es la longitud del paso óptico (1 cm), M es la
concentración ~nolarde NADH y s es el coeficiente de extinción molar, en el caso de!
NADII. g — 6220 M’ cm’.
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16.2. II)FNIIIICA(¡ON 1)11. PRODUCTO DE REACCIÓN DE LA ENZIMA UDP—GLCDI-1
Los productos de la reacción se analizaron por cromatografia líquida de alta
resolución (I-IPLC). Se utilizó un procedimiento modificado del descrito por Hoistege y
cols. (1982). Tras llevar a cabo la reacción enzimática durante 1 hora en presencia de 250
nCi de 1JDP-[U-’4C]glucosa (l,14x10’~ Bq mmor’), se analizaron 100 ~‘Ide la reacción en
un equipo de Hl-WC (Gilson) provisto de una columna de intercambio aniónico Spherisorb-
1 0-SAX (4.6 x 1 50 mm) (Spherisorb). La elución de la columna se llevó a cabo mediante
un gradiente de concentración de fosfato monopotásico. El eluyente A consistió en KI-1
2P04
20 mM pH 4,1 mientras que el eluyente B contenía KH,P04 500 mM pH 4,6. El eluyente de
alta concentración se añadió al de baja mediante dos gradientes lineales, alcanzando el 6%
(y/y) en el minuto 6, y el 100% en el 36. El flujo se mantuvo constante a 1,5 ml miii . Se
recogieron fracciones de 0,5 ml y se determinó la radiactividad de las mismas con un
contador de centelleo 1219 Rackbeta (LKB Wallack).
17. EXTRACCIÓN DE POLISACÁRIDO CAPSULAR DE NEUMOCOCO
El método empleado es una modificación del descrito por Lund y Henrichsen (1 978).
Esta modificación consiste en la inclusión de, al menos, dos procesos de eliminación de
proteínas por tratamiento con cloroformo/alcohol isoamilico (24/1) (y/vi Asimismo, si la
estirpe utilizada es un mutante iytA se incluyó un paso previo a la lisis con DOC, en el que
se trataron las células durante 30 minutos a 37
0C. con 5 gg mt’ de amidasa I.>ytA purificada.
18. MISCELANEA
¡8.1. FRÁCCIoNÁMwFSro SLIBCELlJLAI I)E E. cali
La preparación de esferoplastos y el fraccionamiento de las células de E. cvii se realizó
según el método descrito por Osborn y cols. (1972). La lisis de los esferoplastos se efectuó
mediante resuspension en agua. De este modo se obtuvieron tres fracciones: a)
citoplasmática. b) membranosa, y c) periplás~nica. La presencia de polisacárido capsular de
serotipo 3 de neumococo en estas fracciones se determinó mediante inmunodifusión doble
en gel (ver más adelante).
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¡8.2. MÁNIPI;1>xnóN I)EI. DNA CON ENZIMAS DE lISO COMUN EN ItIOL()GLA
NlOI.>FCIII.>AR
Las endonucleasas de restricción se obtuvieron de Boehringer Manheim, Amersham,
Pharmacia o New England Biolabs. La fosfatasa alcalina de intestino de ternera se obtuvo
de Boehringer Manheim, así como la DNA ligasa, Pollk y la polinucleótido quinasa del fago
T4. Las enzimas y sus tampones correspondientes se utilizaron siguiendo, en cada caso, las
indicaciones recomendadas por las casas comerciales correspondientes.
1 8.3. INMUNODIFUSION DOBLE EN GEL
Se siguió el procedimiento descrito por Ouchterlony y Nilson (1973). Sobre un
portaobjetos se extendió una capa de agarosa al 1%. Se hicieron unos pocillos en los que se
cargaron distintas cantidades de extractos celulares, así como de antisueros serotipo-
específicos, y se incubo durante 12-18 horas a 370C en atmósfera húmeda, tras lo cual se
aprecian las bandas de inmunoprecipitación.
18.4. DETERMINAcIÓN DE ÁCIDOS URONICOS
La determinación del contenido en ácidos urónicos del polisacárido purificado y de los
ensayos enzimáticos se realizó mediante el test del carbazol (Bitter y Mtiir. 1962). Para la
realización de la gráfica patrón se utilizaron soluciones estándar de ácido glucurónico.
18.5. DETERMINAcIÓN DE (.?ARBOHIDRATOSIOTAL.>ES
La determinación de los carbohidratos totales presentes en una muestra se realizó
mediante el test dc la Antrona (Loewus, 1952).
18.6. DFrERMusAcIÓrs DE LA MASA DEI.> POLISACÁRIDO CAPSULAR
Se realizó mediante filtración en gel (Howard y cols., 1971), utilizando Sepharose
(‘L-48 (Pharmacia Biotecli).
18.7. PREPARAcIÓN 1)11. ANTISUIERO ANTI-R (ANTISOMÁTICO)
El antisuero anti-R se preparó según el método descrito por Ravin (1 959) utilizando
células pertenecientes a la estirpe R6.
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1. CLONACIÓN, SECUENCIACIÓN Y ANÁLISIS DE LA SECUENCIA DE LOS
CENES CAPSULARES DEL SEROTIPO 3 DE & pneumoniae
Previamente a la realización de esta tesis, en nuestro laboratorio se había donado en E.
cvii DH 1 un plásmido, denominado pLUL 1, que contenía un fragmento de DNA de la cepa
406 de neumococo, que aparentemente englobaba un gen, capi- 1 (denominado cap3A a
partir de ahora), implicado en la síntesis del polisacárido capsular de serotipo 3 de
neumococo (García y cols., 1993). Además, se había construido una serie de subelones de
este plásmido mostrados en la Figura 6. Sin embargo, observamos que al hibridar DNA de
la cepa 406 digerido con la enzima Scal, con el piásinido pLOL], obteníamos dos bandas de
hibridación correspondientes a fragmentos de DNA de unos tamaños aproximados de 2,5 y
2,2 kb. Por otra parte, cuando hibridamos este mismo DNA con el plásmido pLGL9,
obtuvimos una única banda de hibridación que correspondía al fragmento de 2,5 kb anterior,
mientras que cuando utilizamos como sonda el plásmido pLGL lO, observamos que la única
banda de hibridación obtenida, correspondía al fragmento de 2,2 kb que hibridaba con
pLGI.>l. Por tanto concluimos que durante la donación de pLGLI se habia producido una
fusión de dos fragmentos ScaI de DNA, perdiéndose posiblemente un fragmento de DNA.
de pequeño tamaño en la zona de unión. Además, encontramos que la hibridación del
mismo DNA con el plásmido pLGLS producía las mismas bandas obtenidas con pLGL 1, le’
cual indicaba que la fusión se había producido en la zona contenida en pLGL5. Por otro
lado, mediante un experimento de Southern-blot similar a los anteriores, utilizando como
sonda el plásmido pLGLI5 (García y cols., 1993), encontramos que la región de DNA
implicado en la síntesis capsular. se encontraba en el fragmento Seal de 2,5 kb.
Por otra parte, aislamos varios mutantes no capsulados (rugosos) espontáneos tal y como
se indica en el apanado 4 de Materiales y Métodos; dichos mutantes se encuentran descritos
en la Tabla 3. Utilizando el plásmido pLGLI como DNA donador. se realizaron
experimentos de transformación de todos estos mutantes rugosos, exceptuando la cepa
M24. la cual se había utilizado durante la donación de pLGL 1; en ningún caso se
encontraron translbrmantes capsulados, por lo que se concluyó que las mutaciones
presentes en estas estirpes se localizaban en otras regiones del DNA de la estirpe 406.
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L~igura 6. Mapa físico de la región de DNA de neumococo contenida en pLGLL. 1k, BarnHI; C. (Val; H,
UindlIl; P, Pstl; Pu, Pvull; Sa, Sacil; Sc, Scal. La ficeha representa la posición dcl gen cap3A. l)cbajo sc
muestran los insertos contenidos en algunos plásmidos recombrnantes, construidos a partir dc pLGLI.
udijiados en este trabajo.
Figura 7. Mapa tísico de la región de DNA de la cepa 406 situada alrededor del inserto de pLGLI. La
barra negra indica el fragmento Scal dc 2,5 kh contenido en pLGLI que contiene la región implicada en la
biosintesis capsular. Dcbajo sc representan los fragmentos obtenidos con algunas endonucleasas dc
restricción y sus tamaños aproximados. P, Psul; Ii, EcoRí; 5, SnaBl; 13, Dell; Pv. PvuI; II, Hinólil; Sc, Scal:
(1, (Val.
¡.1. REALIzACIÓN I)E UN MAPA FÍSICo I)E LA REGIÓN DE DNA QUE CONTIENE EL GEN
<ti ¡‘5-4.
Corno paso previo a la donación de esta región, procedimos a realizar un mapa fisico de
la zona er’ la que se encontraba el fragmento Scal de 2,5 kb. Dicho mapa fue elaborado
mediante experimentos de Southem-blot hibridando fragmentos de restricción de DNA de
la cepa 406 con diversos subclones del plásmido pLGLI. se muestra en la Figura?.
Figuro 7~.
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1.2. (?ONSTIUJCCIÓN DEL I’LÁSMII)() ItECOMItINANTE FKER1
Tal y como se observa en la Figura 7, la endonucleasa EcoRl libera un fragmento de DNA
de la cepa 406 de un tamaño aproximado de lO kb, que contiene el fragmento Scal de 2,5
kb donde se encuentra una región implicada en la síntesis capsular. Utilizando el fragmento
EcoRl como DNA donador en experimentos de transformación genética de los mutantes
rugosos espontáneos obtenidos en el laboratorio (Tabla 3), observamos que este fragmento
era capaz de producir transtórmantes capsulados a partir de todos ellos.
Para donar este fragmento, digerimos DNA de la cepa 406 con EcoRI y separamos los
fragmentos producidos mediante electroforesis en geles de agarosa, tras lo cual purificamos
los fragmentos de aproximadamente 10 kb y los ligamos a pBR32S previamente digerido
con EcoRl y tratado con fosfatasa alcalina de intestino de ternera (CIP); utilizamos la
mezcla de ligación para transformar E. cvii DHI, seleccionamos los transformantes ApR
Cm5, purificamos los plásmidos contenidos en dichos transformantes y probamos su
capacidad para transformar el mutante M24 al fenotipo capsulado. De este modo obtuvimos
un plásmido recombinante, denominado pKERI, que contenía un fragmento de DNA de la
cepa 406 de aproximadamente 6,5 kb, según se pudo comprobar mediante digestión con
distintas endonucleasas de restricción (Figura 8). Por tanto, el fragmento EcoRI de lO kb
había sufrido una deleción de aproximadamente 3,5 kb en uno de sus extremos,
concretamente en la región donde se encontraba el gen cap3A. Mediante transformación de
los mutantes rugosos de serotipo 3 con pKERI comprobamos que, si bien este plásmido
contenía un fragmento de DNA capaz de transformar al fenotipo capsulado a varios de
ellos, entre los que se encontraba el mutante M24. otros mutantes no se transformaban con
pKERJ. Jo cual indicaba que la deleción incluía regiones de DNA implicadas en Ja síntesis
capsular (ver apartado 6 de esta sección).
1.3. Su¡wL,oN.xCIóN I)EL INSERTO CONTENII)O EN rKERJ
Para facilitar el proceso de secuenciación del fragmento de DNA donado en pKERI,
construimos varios plásmidos recombinantes que contenían diferentes fragmentos del
inserto correspondiente (Figura 8). La construcción de estos plásmidos se detalla en la
‘Fabla 5.
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Figura 8. Fragmento de DNA de neumococo contenido en el plásmido pKERI. Sobre
el fragmento contenido en pKER 1 se muestra la región de DNA situada a ambos lados de
este inserto. La barra negra representa el fragmento de 2,5 kb contenido en pLGLI (Fig. 7).
En la parte inferior se indican los insertos de los plásmidos recombinantes construidos a
partir de pKERl. E, EcoRl; P, PsIl; 5, SnaBI; B, BclI; Pv, Pvul; Sp, Sph[; H, Uindlll; Sc,
Seal: C. (Jal; St, 8/nl: S. Safl; Ec. Eco47Ill; Sa. Sacl.
Tabla 5. Construcción de plásmidos a partir dc pKER1
Plásniido Inserto de DNA
(endonucleasas utilizadas /tamaño)
‘Vector/endonucleasas
utilizadas
pKER3 Hindlll/0,9 kb pUC I 8/HindllI
pKER4 Psfl/3,2 kb (incluye un fragmento de pBR325) pUCI8/Í>stl
pKER5 IJindIll/2,5 kb pUCI 8/HindIll
pKERJ f%-oRl-dScal/3,5 kb pUCI 8/EcoRl-+-Smal
pKER8 Eca47I 1 l-i-Sphl/0,7 kb pUC 1 8/Smal+Sphl
pKER lO Salí 4flindlll/2, 1 kb pUC 1 8/SaIl±Hindlll
pKERI l Siul+Saf¡/1 kb pUC 1 8/tS’mal+SaIl
pKER 12 EcaRl SnaBl/0,5 kb pUC 1 8/EcvRl-iSmal
1
E Sn St
¶ Ec
HSp Sc P Pv
pKERIR
pKERI
pKERII
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1.4. (?oNs-ÍRII CIÓN l)EI. PLÁSMII)() RECOMBINANTE rKER2
Como ya se indicó anteriormente, habíamos comprobado que el fragmento EcoRl de 10
It había sufrido una deleción durante el proceso de donación. Debido a que la zona
delecionada incluía regiones implicadas en la biosíntesis capsular, abordamos su donación
digiriendo los fragmentos EcoRl de 10 kb del DNA de la cepa 406, purificados mediante
(jeneclean tras la electroforesis en un gel de agarosa. con la endonucleasa Seat y los
ligamos a pUC 1 8 previamente digerido con EcoPJ y Sinaí. Esta mezcla de ligación la
utilizamos para transformar E. cvii DH1, tras lo cual purificamos los plásmidos contenidos
en los transformantes ApR y probamos su capacidad para transformar el mutante rugoso
NR3-6, no transformable con pKERI, al fenotipo capsulado. De este modo obtuvimos el
plásmido recombinante pKER2 y se comprobó que era capaz de transformar igualmente al
resto de los mutantes rugosos que no eran transformados por pKERI. asi como a aquellos
que también se transformaban con éste, excepto M24 (ver apanado 6 de esta sección).
Mediante el análisis con diferentes endonucleasas de restricción, realizamos un mapa fisico
del inserto contenido en pKER2 (Figura 9), observándose que contenía un fragmento de
DNA de la cepa 406 de neumococo de un tamaño aproximado de 3,5 kb, que contenía el
extremo EcoRl del fragmento de 10 kb ya aludido.
1.5. Sund Á)NACIÓN DEL INSERTO COWFENIDO EN PKER2
Puesto que la mayoría de las mutaciones espontáneas que habíamos seleccionado se
localizaban en la región de DNA correspondiente a la incluida en pKER2, procedimos a
construir varios plásmidos que contuvieran fragmentos de esta región, para localizar de
forma más precisa dichas mutaciones, Por otra parte, estos plásmidos serian de gran utilidad
a la hora de secuenciar el fragmento de DNA. Estos plásmidos recombinantes se muestran
en la Figura 9 y su construcción se detalla en la Tabla 6. Al igual que en el apartado 3, los.
fragmentos de DNA obtenidos mediante tratamiento de pKER2 con endonucleasas de
R
restricción fueron purificados por Geneclean y los plásmidos de los transformantes Ap
analizados mediante el uso de endonucleasas de restricción.
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Figura 9. Fragmento de DNA de neumococo contenido en el plásmido pKER2. Sobre
el fragmento contenido en pKER2 se muestra la región de DNA situada a ambos lados de
este inserto. La barra negra grande indica la posición del inserto de pKERI (Fig. 8) y la
barra pequeña representa la posición del inserto de pLOLI (Fig. 6). En la parte inferior se
muestran los insertos de los plásmidos recombinantes construidos a partir de pKER2. P,
Pstl; E, EcoRl; 5, SnaBl; B, Bcfi; Pv, Pvui; H, Hindlii; Sc, Scal; M, Munl; D, Dral.
Tabla 6. Construcción de plásmidos a partir de pKERi2
Plásmido inserto de DNA Vector/endonucleasas utilizadas
(endonucleasas utilizadas/tamaño)
pKER2I0 Pstl
pKER22 Munl/0.4 kb pUCI 8/BeoRí
pKER2B Munl/l,l kb pUCI8/EcoRl
pKER24 Dral±Hindll1/0,5 kb pUC 1 8/Smal±H¡ndlll
Plásmido construido mediante autoligación de pKER2 digerido previamente con Pial.
Pv
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Figura 10. Secuencia dc nucleátidos de la región de
1)NA (le neumococo contenida en los plásmidos
pKERI, pKER2 y pUCEK2I. Se muestran en
negrita las dianas de algunas de las endonucleasas de
restricción utilizadas en este trabajo. Los
olígonucleotidos indicados en la ‘Fabla 4 sc
representan mediante flechas. los posibles
terminadores de la transcripción sc señalan mediante
dos flechas opuestas y el valor de la encrg~a libre <en
kcal mol’
1) se indica entre ambas flechas. -lO y -35
indican la posición del operen cap3. IJ representa el
sitio de iniciación dc la transcripción dcl operón c-ap3.
aminoacidos similares a los localizados alrededor
del sitio catalítico de la 1 JI)l-( HeDí 1 bovina (1-ranzen
y cols., 1981). Sobre la secuencia dc nucícótidos se
indican en negrita las secuencias de aminoácidos de
las proteinas codificadas por los genes de este
fragmento.
RESULTADOS
1.6. SEcuENCÍÁCIÓN DE LOS FRAGMENTOS DE DNA CLONADOS EN rKER1 Y PKER2
Para llevar a cabo la secuencíación de ambos fragmentos, utilizamos los plásmídos
descritos en las Tablas 5 y 6. Además, cuando fúe necesario, se emplearon oligonucleótidos
sintéticos. En la Figura 10 se muestra la secuencia de nucleótidos completa del fragmento
EcoRl (nucleótidos 1 a 9704), además de la del fragmento EcoRl-Bcll adyacente (véase
apanado 9.2 de esta sección).
1.7. ANÁLisis DE LA SECUENCIA DEL FRAGMENTO EcoRl DE 9704 BP
El análisis de la secuencia de nucleátidos del fragmento EcoRI reveló la existencia de
cinco marcos abiertos de lectura (ORF de Open Keading Erame) completos y uno
incompleto (Figs. 10 y 11). Este último correspondería a un gen que comenzaría antes de]
sitio EcoRI. llegando hasta el nt 697. En posición 3’ de este gen se encuentran dos ORFs,
ORFí (desde el nt 3649 hasta el 4341) y ORF2 (desde el nt 4351 hasta el 4815); cada una
de éstas, está precedida por un sitio consenso de unión al ribosoma (RBS)., A continuación,
encontramos 3 ORFs, la primera de las cuales constituía el gen cap3A (desde el nt 5911
hasta el 7095), implicado en la biosíntesis capsular; las dos siguientes se denominaron
cap3fl (desde el nt 7111 hasta el 8364) y cap3C (desde el nt 8662 hasta el 9582), debido a
que parecían estar incluidas dentro de un mismo operón. Por tanto, la deleción ocurrida
durante la construcción del plásmido pKERI había afectado a] gen cap3i, quizá debido a
que la presencia de la proteína codificada por este gen en el citoplasma de E. coli resulte
nociva para la bacteria. Asimismo, comprobamos que parte del gen que en principio se
había denominado cap3-J (García y cols., 1993), se trataba realmente de la zona 5’ de
capitá. Por tanto, durante el proceso de construcción de pLGLI dos fragmentos de DNA,
uno de ellos conteniendo parte del gen cap3A, se habían fisionado, produciéndose la
deleción de un par de bases (bp), por lo que no se reconstruyó el sitio de corte Leal.
Recientemente se ha demostrado que el fragmento Leal de 2,5 kb también parece ser
específico del serotipo 3 aunque se encuentra alejado del otro en el cromosoma de £
pneutnoniae y no está implicado en la biosíntesis capsular (García y López, 1995). Cada una
de los genes eap3A, cap3B y cap3C está precedido por un RBS (posiciones 5896-5900>,
7096-7100 y 8752-8755, respectivamente). Además, precediendo al gen capiA, se
encuentran dos secuencias características de un promotor consenso (posiciones 581 9-5824
y 5841-5846) que ya habían sido observadas por García y cols. (1993). Por otro lado,
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identificamos dos secuencias que podían constituir terminadores de la transcripción Rho-
independientes; la primera de ellas se encontraba entre los nt 1042 y 1099, y la segunda
entre los nt 485 1-4903.
EcoRí 1 ~coRI
11’
pKERI
pKER2
Figura 11. Esquema de la disposición de las OREs contenidas en el fragmento EcoRI
dc 9704 bp. Las flechas sombreadas representawlos genes presentes en el fragmento. P
señala la posición del promotor del operón eapi. ‘II representa los posibles terminadores de
la transcripción Rho-independientes. En la parte inferior se muestran las posiciones de los
insertos de pKERI y pKER2.
.1.8. IDEN”UFICACTÓN GÉMCA PRELIMINAR MEDIAN”FE COMPARACIÓN DE SECUENCIAS
La comparación de las secuencias de aminoácidos deducidas de las secuencias de
nucleótidos de las OREs encontradas en el fragmento EcoRl de la cepa 406, con las
presentes en las bases de datos, nos permitió asignar determinadas funciones, siquiera de
manera provisional a las posibles proteínas codificadas por estas ORFs.
Por una parte. la secuencia de aminoácidos de la ORF incompleta mostró un gran
parecido con la correspondiente a la proteina DexB tanto de £ mutans (Russell y Ferreti,
1990) como de Si equisimilis (Melchod y cols., 1993); en concreto, observamos una
identidad de aproximadamente el 65% (Figura 12) y, en base a ello, la ORE correspondiente
de neumococo fUe designada como dexB. DexE es una glucan 1 .6-ct-glucosidasa, implicada
en la liberación de residuos de glucosa a partir de dextrano, un exopolisacárido compuesto
por unidades de glucosa unidas mediante enlaces 13( 1 -‘--*6).
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DexB 
M30944 
X72832 
DexB 
tao944 
X72832 
DexB 
tao944 
X72832 
DeXB 
l-e.0944 
X72832 
DexB 
l-i.30944 
x72832 
DexB 
ta30944 
x72832 
137 
463 
463 
183 
509 
509 
229 
555 
555 
231 
557 
558 
Figura 12. Comparación de la secuencia conocida de aminoácidos de la proteina DexB 
de S. pneumoniue con las de otros estreptococos. M30944 y X72832 corresponden a los 
números de acceso de las glucan 1,6-a-glucosidasa de S mutans y S eyui.similis, 
respectivamente. Las zonas en azul indican aminoácidos idénticos en las tres proteinas, 
mientras que las sexialadas en verde corresponden a cambios conservativos en la secuencia 
de aminoácidos entre las tres proteínas. En la parte inferior se muestran los porcentajes de 
identidad (en azul) y similitud (en rojo) para cada comparación por separado. 
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Las secuencias de aminoácidos codificadas por los genes orIl y or/2 corresponderían a dos
proteinas de aproximadamente 25 y Ii kDa. respectivamente, que poseían una gran
similitud con las codificadas respectivamente, por los genes cpsl9J(i y cpsl9/D descritos en
una estirpe de neumococo de serotipo 1 9F (Guidolin y cols., 1994). Se había sugerido que
estos genes podrían estar implicados en la biosíntesis del polisacárido capsular de este
serotipo, aunque este punto no ha podido ser confirmado todavía. Además, también
observamos cierta similitud, aunque considerablemente menor que en el caso anterior, con
la estructura primaria de las proteínas codificadas por los genes epsfl y epst.’ de S.
agalac¡iae (Figura 1 3A) que forman parte del operón cps responsable de la síntesis del
polisacárido capsular en este microorganismo (Rubens y cols., 1993). Los porcentajes, tanto
de identidad como de similitud, de estas comparaciones se muestran en la Figura 138.
Asimismo, en la proteína codificada por el gen orfl observamos una cantidad considerable
de residuos hidrofóbicos, (un 34%), principalmente dispuestos formando dos segmentos
altamente hidrofábicos, uno en cada extremo de la proteína (datos no mostrados), así como
la secuencia LIGFLAGGIGTSVIVLLLELLDTHVK (posiciones 181-206), característica
de proteínas implicadas en e] transpone de azúcares, denominadas transportadores GLUT
(de tilucose Transporters’), generalmente asociadas a la membrana de los microorganismos
(Silverman, 1991). Todo esto podía indicar un posible papel de esta proteína como
transportadora durante la síntesis de la cápsula del serotipo 3 de Si pneutnornae.
El gen cap3A codifica una proteína de 44,6 kDa, muy similar a la de la proteína HasB de
Si pyogenes (Figura 14), cuya actividad enzimática había sido identificada como UDP-
GIcDH, es decir, la enzima que cataliza la oxidación de UDP-Glc a UDP-GlcA (Dougherty
y van de Rijn, 1993). Además, también encontramos una identidad de aminoácidos
prácticamente absoluta, concretamente un 99%, con la secuencia de la proteína codificada
por el gen cps3D (Dillard y cols., 1995) de otra estirpe de neumococo de serotipo 3. Un
análisis más preciso de la estructura primaria de la proteína Cap3A reveló la existencia de
una secuencia (aminoácidos 251 a 264) muy similar a la del péptido tríptico que contiene el
sitio catalítico de la UDP-GIcDH bovina (Franzen y cols., 1981), así como un aparente
motivo de unión a NAD en el extremo N-terminal de la proteína, característico de muchas.
desbidrogenasas (Wierenga y cols., 1986) (Figuras 10 y 14).
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Cap3A 
LO8444 
Cap3A 
LO8444 
46 
46 
226 
227 
272 
273 
312 
319 
357 
365 
391 
399 
Figura 14. Comparación de la secuencia de aminohcidos de Cap3A con la de la 
proteína HasB de S. pyr,genes. LO8444 corresponde al número de acceso de la secuencia 
de aminoácidos de HasB. En azul se indican aminoácidos identicos entre ambas proteínas. y 
en verde, los cambios conservativos en la secuencia de aminoácidos. En la parte inferior se 
indican los porcentajes de identidad (en azul) y similitud (en rojo). *, aminoácidos que 
componen el péptido triptico correspondiente al sitio catalítico; los aminoácidos 
característicos de sitios de unión a NAD están representados por los símbolos 0 (residuos 
básicos o hidrofílicos), q (residuos pequeños e hidrofóbicos), l (glicinas) y 0 (residuos 
ácidos). 
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El gen cap3B codificaría una proteína de aproximadamente 49 kDa, cuya estructura
primaria contiene aproximadamente un 33% de aminoácidos hidrofábicos y cuyo perfil de
hidrofobieidad es característico de una proteína de membrana, con varios dominios
transmembranales (Figura ISA). La comparación de esta secuencia con las de las bases de
datos revelé un cieno parecido con la proteína HasA de 1S. pyogenes (Figura 1 5B),
identificada como una hialuronato sintasa, es decir, La enzima que cataliza la formación de
enlaces entre ‘os monosacúridos que componen el ácido hialurónico de la cápsula de este
microorganismo (DeAngelis y cols., ¡ 993b; Dougherty y van de Rijn, 1994>. Además,
encontramos una identidad de aminoácidos muy alta entre Cap3B y la proteína Cps3S
(Dillard y cols., 1995), codificada por el gen cps3S. adyacente al cps3D anteriormente
citado.
Por último, el gen cap3C codificaría una proteína de aproximadamente 34 kDa muy
similar a las proteínas GtaB de Bacillus sublilis (Soldo y cois., 1993) y HasC de £
pyogenes (Crater y cols., 1995), ambas identificadas como UDP-Glc pirofosforílasas, es
decir. Ja enzima que cataliza la formación de UDP-GIc a partir de UTP y Gte-! -1>. Otros
autores han descrito x’arios residuos de usina que están aparentemente implicados en la
actividad catalítica de la UDP-Glc pirofosforilasa de patata (Katsube y cois., 1991). Uno de
ellos es el único que resulta indispensable para el flincionamiento de la enzima, alrededor del
cual existen varios aminoácidos que forman un dominio que comparte un gran parecido con
una secuencia presente en el extremo N-terminal de Cap3C. en la que se encuentra también
el residuo de Usina catalítico (Figura 16).
Los datos comentados en los párrafos precedentes sugirieron que la proteina Cap3A
actuaría como UDP-GIcDH, mientras que Cap3B seria una de las glicosil transferasas, o
polisacárido-sintasas, encargada de catalizar la fonnación de, al menos, uno de los dos tipos
de enlaces que forman el polisacárido capsular de serotipo 3, y Cap3C correspondería a una
UDP-GIc pirofosforilasa. Como se ha indicado anteriormente (apanado ‘7.1. de
Introducción), estas actividades enzimáticas ya habían sido estudiadas en neumococo y se
había sugerido su implicación en la biosíntesis capsular (Milis y Smith, 1 965).
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91 
80 
136 
124 
182 
169 
228 
215 
274 
260 
320 
306 
366 
350 
412 
387 
B Cap3B 
Figura 15. Perfil de hidrofobicidad y comparación de la secuencia de Cap3B coo la de 
la proteina HasA de .S. pyogews. Panel A, comparación de secuencias. L70853 
corresponde a la secuencia de aminoácidos de HasA. En azul se indican los aminoácidos 
idénticos en ambas proteínas, y en verde, los cambios conservativos. En la parte inferior se 
muestran los porcentajes de identidad (en azul) y similitud (en rojo) entre ambas proteínas. 
Panel B, perfil de hidrofobicidad (HP) de la proteína Cap3B; los valores en el eje de abcisas 
señalan las posiciones en la secuencia de aminoácidos: los valores positivos en el eje de 
ordenadas indican el carácter hidrofóbico de los residuos. 
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capx 
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cap3c 
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Figura 16. Comparación de la secuencia de aminoácidos de Cap3C coa las de algunas 
UDP-Glc pirofosforilasas. U33457 indica la secuencia de la proteina HasC de S. py»geneu; 
L27S 16 corresponde a la secuencia de la proteína GtaB de B. suhtilis. En azul se indican los 
aminoácidos idénticos en las tres proteínas, y en verde, los cambios conservativos. En 
amarillo se indica el residuo de lisina equivalente al que se ha descrito como indispensable 
para la actividad catalítica de la UJIP-Glc pirofosforilasa de patata (Katsube y cok., 1991). 
En la parte inferior se muestran los porcentajes de identidad (en azul) y similitud (en rojo) 
para cada comparación 
Como ya se ha indicado anteriormente, entre el tina1 del gen &xB y el comienzo de orf’l. 
existe una región que no contiene ningún marco abierto de lectura. La comparación de esta 
región (entre los nt 698 y 3648) con las bases de datos, reveló una similitud considerable 
con la región correspondiente <emprendida entre el gen &xB y el gen cpsp”l9jC’ 
(homólogo al gen orfì)- en el caso del serotipo 19F de neumococo (Guidolin y cols.’ 
1994; Morona y cok., 1994). Cuando reakamos la comparación de forma mas precisa. 
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encontramos que la secuencia comprendida entre los nt 698 y 1689 era practicamente
idéntica a la correspondiente del serotipo 1 9F, mientras que la comprendida entre el nt 1689
y eJ comienzo deJ gen oríl (nt 3648) difería signifkativamente de la secuencia deJ serotipo
1 9F. Por una parte, en el caso de la cepa 406, no encontramos ninguna secuencia de
inserción (LS), como en el caso del serotipo 19F (Morona y coN., 1994), aunque sí la
posible secuencia de reconocimiento para la IS¡202 (nt 1658-1689). Por otro lado, en el
caso de la cepa 406. parece haberse producido una deleción de aproximadamente 280 bp
que incluiría la zona correspondiente a la región 5’ deI gen cpsl9fA (Guidolin y cois.,
1 994). Para descartar que esta deleción se hubiera podido producir durante el proceso de
donación, amplificamos, mediante PCR, la región comprendida entre los nt 616 y 1787
utilizando DNA cromosómico de la cepa 406 y realizamos la secuenciacián dimcU del
producto de amplificación. De este modo, obtuvimos un fragmento de DNA de 1,1 kb
(Figura 17), que concordaba por tanto con el tamaño esperado, y cuya secuencia coincidía
con la determinada previamente. En la Figura 17 se muestra, además, la amplificación de
esta misma región de DNA a partir de genomas de cepas de distintos serotipos, que reveló
una gran heterogeneidad. Así, a partir de DNA de una cepa de serotipo 1, obtuvimos un
fragmento de DNA de un tamaño aproximado de 3 kb mientras que del serotipo 23, el
producto obtenido fue de 1,5 kb; éste fije de 2 kb cuando utilizamos DNA extraído de cepas
de ¡os serotipos 2. 7, 8. 9 y 33. Además, cuando utilizamos DNA de una estirpe de serotipo
1 4. obtuvimos dos productos de amplificación, uno de ellos de 1,5 kb y el otro de 2 kb. Por
otro lado, encontramos otra posible deleción de cinco bp, respecto de la secuencia del
serotipo IQF, tras la posición 1918; esta deleción provocaría un cambio de fase durante la
traducción del n-¡RNA correspondiente que conlieva la sustitución, más adelante (nr 2147),
de un codón TAT por otro de terminación (TAA). Por último, encontramos una zona de
siete A (nt 3184-3190) —la zona correspondiente en el serotipo 1 9F contenía ocho A-~- lo
que acarreaba la aparición de otro codón de terminación. La amplificación mediante PCR,
utilizando los oligonueleótidos PCAPI2 y PCAPI3 (-rabia 4) confirmó que estas
alteraciones no se debían a un artefacto surgido durante la donación.
Por otro lado, en la estirpe 406 encontramos, entre el gen orfl y el cap3A, una región que
tampoco contenía ningún mareo de lectura abierta, mientras que en el caso del serotipo 1 9F
no existía una región equivalente a ésta (Guidolin y cols., 1994). Como ya se ha
mencionado anteriormente, esta región contiene una secuencia que podria actuar como un
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terminador de la transcripción Rho-independiente, así como una secuencia idéntica a un 
promotor consenso. 
Figura 17. Heterogeneidad de tamaño de la zonas intergénicas deXe-orfl en estirpes 
de neumococo pertenecientes a distintos serotipos. En la parte derecha se muestran los 
tamaños de los productos de la amplificación por PCR y en la izquierda la hibridación de 
estos productos con pKER1. Los serotipos a los que pertenecen las estirpes de las que se 
obtuvo el DNA se indican en la parte superior. h y I$ corresponden a los marcadores de 
peso molecular descritos en el apartado 8.1 de Materiales y Métodos. La amplificación se 
realizó utilizando los oligonucleótidos PCAPlO y PCAPl 1, mediante un ciclo, repetido 40 
veces, que constó de un paso de desnaturalización de DNA de 3 minutos a 95°C una etapa 
de anillamiento de 2 minutos a 69’C seguido de 5 minutos de polimerización de DNA a 
72°C. 
2. DISTRIBUCIÓN DE LOS GENES DEL FRAGMENTO EcoRI EN ESTIRPES DE 
NEUMOCOCO PERTENECIENTES A DISTINTOS SEROTIPOS 
Según lo expuesto hasta aquí, los genes analizados parecian estar dispuestos en dos 
grupos, separados por zonas no codificantes, una de las cuales habia sufrido notables 
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modificaciones. Previamente a la realización de esta tesis, en nuestro laboratorio se había 
descrito que, mientras que el gen cap3-1 (que correspondía realmente con el comienzo del 
gen cap3A) era un gen especifico del serotipo 3, la zona localizada en posición 5’ respecto 
de él se encontraba conservada en todos los demás serotipos analizados (García y cols., 
1993). Para ampliar esta información, realizamos experimentos de hibridación bajo 
condiciones restrictivas, de DNAs extraidos de cepas provenientes de muestras clínicas y 
pertenecientes a distintos serotipos, con sondas que incluían distintas zonas del fragmento 
EcoRI (Figura 18). Así, pudimos observar que la zona que contiene los genes cap3B y 
cap3C sólo se encuentra en el DNA de cepas de serotipo 3, mientras que el gen cup3A 
parece encontrarse conservado en el cromosoma de las estirpes de serotipo 5. Asimismo, 
encontramos que la región que contiene los genes orfl y orf2 se encuentra en algunos 
serotipos -pero no en todos- mientras que la región que abarca desde el final de &xB 
hasta el comienzo de orfl se encuentra en todos los serotipos analizados. 
A B 
C 
I z 5 4 3 
c 
6 7 6 9 10 
II 12 13 14 * 15 
l 
Figura 18. Análisis mediante ‘dot-blot’ de la presencia de los gehes capsulares y los 
adyacentes en DNAs de estirpes de neumococo de otros serotipos. Los DNAs fueron 
hibridados con pKER7 (Panel A), pLGL9 (Panel B) o pKER2 (Panel C). La distribución de 
los DNAs se realizó de la siguiente manera: 1, S. oral& 2, S. pneumoniue R6; 3-14, 
aislados clinicos de S. pneumoniae pertenecientes a los serotipos 1, 2, 3, 5, 6, 7, 8, 9, 14, 
19, 23 y 33, respectivamente; 15, plásmido utilizado como sonda en cada caso. 
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3. LOCALIZACIÓN DE GENES EN EL CROMOSOMA DE & pneuníoniae
En el año 1991, Gase y colaboradores desarrollaron, utilizando tres endonucleasas de
restricción diferentes (SmaI, SacIl y ApaL) un mapa físico del DNA de la estirpe R6 de S.
pneumon¿ae (Fig. 19A); este mapa podría resultar de gran utilidad a la hora de identificar la
posición en el cromosoma de los genes existentes en el fragmento EcoRI relacionados con
Ja síntesis dei polisacárido capsuiar, así como la de posibles genes (o fragmentos de éstos>
repetidos y cuya existencia ya había sido sugerida hace más de dos décadas por otros
investigadores (ver apanado 7.2 de Introducción). Así, en la Figura 1913 se muestran los
experimentos de electroforesis en campo pulsado de DNA de las estimes R6, 406 y M23,
digeridos con S¡nal, y su posterior hibridación con sondas que contenian genes específicos
del serotipo 3 (pKER3), o genes comunes a varios o a todos los serotípos analizados en el
anterior apartado (pKERI, pLGL7 y pLGL9). De este modo, se pudo determinar que los
genes capsulares específicos del serotipo 3, se encontraban ubicados en un fragmento SmaI
de 290 kb, correspondiente al fragmento 3 en el mapa fisico (Gase y cols., 1991).
Observamos además que algunos genes comunes, o parte de ellos, se encontraban repetidos
en otras zonas del cromosoma de neumococo, concretamente en un fragmento Sinaí de 52
kb. Además, hibridando con el plásmido pXF4O5, que contiene el gen recP de neumococo
(Rhee y Morrison, 1988), identificamos de forma inequívoca el fragmento SmaI de 52 kb
como eJ fragmento ¡2 en e] mapa fisico del DNA de la cepa R6. Por otra parte, digerimos e]
DNA de las estirpes R6 y M23 con las enzimas Sacfl y ApaI, la primera de las cuales
reconocía una diana de corte situada en la posición 2581 (Fig. 10), y lo hibridamos con
pKER2. pKER4 y pKER7 (Figura 20). Así, observamos que los genes específicos del
serotipo 3 se encuentran en el fragmento Sacil de 60 kb (n0 12), y en el Apal de 59 kb (n0
13) y en el que tanibién se encuentran los genes pbp2x y pbpla (Gasc y cok., 1991),
mientras que la región de DNA situada antes de la posición 2581 forma parte del fragmento
SaclI de 118 kb <it’ 6). Por otro lado, como se muestra en la Figura 21, se encontró un gran
polimorfismo entre ios patrones de restricción de estimes pertenecientes a distintos
serotipos, tal y como ya habían observado Lefevre y cols. (1993).
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Figura 19B. Localización, mediante PFGE, de los genes capsulares y los adyacentes a éstos en el 
genorna de neumococo. Los DNAs fueron digeridos con SmaI e hibridados con pKER1, pKER3, pLGL9 o 
pLGL7. El plásmido pXF405 fue utilizado para identificar inequívocamente el l?agmento SmaI de 52 kb. A 
la izquierda se muestran los tamaños de los fragmentos Smal de DNA de la cepa R6. En la parte superior se 
indica la procedencia de los DNAs utilizados. 
pKER2 pKER4 p KER7 
-- 
--. 
Figura 20. Localización, mediante PFGE, de los genes capsulares eo el cromosoma de ~CU~IOCOCO. Los 
DNAs de las cepas R6 y M23 fueron digeridos con SmaI, Sm11 o Apa1 e hibridados con pKER2, pKER4 o 
pKER7. A la izquierda se muestran los tamaños de los fragmentos SmaI del DNA de la cepa R6. 
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Figura 21. ltepresentac¡ón csqucmática dc un experimento de hibridación utilizando fragmentos SnwI
dc I)NAs obtenidos a partir dc estirpes dc distintos serotipos y separados mediante I>FGE. En la parLe
superior sc indican los serotipos utilizados. A la izquierda se muestran los tamaños dc los fragmentos Srnal
del DNA dc la cepa 146. Las lineas tinas corresponden a fragmentos que flO hibridan COfl ninguna de las
sendas utilizadas (pKILRI. pKER2 y pKER7); las lineas gruesas representan ‘os fragmentos que hibridan
cOfl pKEJ4I y pKLR7; las líneas señaladas por flechas corresponden a los fragmentos que hibridan, además,
con pKI-M2.
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4. ANÁLISIS TRANSCRIPCIONAL
Según se ha indicado anteriormente, en la secuencia de nucleátidos del fragmento EeoRl
se había observado una secuencia que podría Ilincionar como un posible promotor de la
transcripción y dos posibles terminadores Rho-independientes. Por tanto, podíamos suponer
que los genes cap3A liC formaban parte de una unidad transcripcíonal, independiente de los
genes orfl y 2, ¡os cuales podrían, a su vez, constituir parte de otra unidad transeripelonal.
Sin embargo. no se encontró ninguna secuencia nucleotídica, precediendo a estos genes,
que pudiera en principio actuar como promotora de su transcripción (Fíg. ¡O).
4.1. IDEN’IIFICACIÓN DE LA UNIDADTRANSCRIPCIONAL DE LOS GENES CAPSULARES
Para detern-iir¡ar la organización transeripejonal tanto de los genes comunes como de los
específicos del serotipo 3, purificamos RNA de la estirpe 406 de neumococo a partir de un
cultivo en fase exponencial de crecimiento y lo hibridamos con sondas que contenian
diferentes fragmentos de DNA (Figura 22). De este modo, encontramos que los genes
cap3A&i’ forman, en efecto, una unidad transcripcíonal (denominada operón cap3) cuyo
producto es un mRNA de aproximadamente 5,8 kb, por Jo que este operón debe incluir, a]
menos, un cuarto gen, situado a continuación de cap3C. Por el contrario,, observamos que
la utilización de sondas que incluían los genes orfl y 2 (pKER5) o las secuencias que los
preceden (pKERS) no conllevaba la aparición de bandas de hibridación, lo cual indicaba que
aparentemente estos genes no se transcriben y por tanto, no deben encontrarse implicados
en la síntesis del polisacárido capsular de serotipo 3. De todas formas, no se puede eliminar
totalmente la posibilidad de que el mRNA transcrito a partir de estos genes comunes tenga
una vida media muy corta y/o se degrade con mucha facilidad haciendo así muy dificil su
identificación.
4.2 IDICNIIEICACIÓN DEI. SITIO DE INICIACIÓN DE LA TRANSCRIPCIóN DEL OPERÓN cAPi
Para comprobar que el promotor del operón cap3 se encontraba en la zona que precede al
gen cap3A. localizamos el sitio de iniciación de la transcripción mediante ‘primer extension’
(apartado 12 de Materiales y Métodos) utilizando el oligonucleátido CAP3APRI (Tabla 4).
Este experimento (Figura 23) revelá la síntesis, por la transcriptasa inversa, de un unía)
fragmento de DNA de 91 bp a partir de una preparación de RNA tota] de Ja estirpe 406, Jo
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que indicaba que el comienzo de la transcripción del operán cap3 estaba situado en el
nucleátido A localizado en la posición 5853 (Fia. lO).
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Figura 22. Determinación dci sitio de
iniciación de la transcripción del
operún cap3. A la derecha se muestra la
secuencia del extremo 5’ deI gen cap3A
realizada con el oligonucleátido
CAP3APRI (Tabla 4). La flecha indica la
la migración de la banda que indica el sitio
de iniciación de La transcripción,
correspondiente a la A marcada con un
asterisco.
Figura 23. Identificación del ¡nRNA del
operón cap3. Experimento de hibridación
mediante Northern blot’ de RNA de la
estirpe 406. Se utilizaron como sondas los
plásmidos pKER23 (carril 1) y pLGL7
(carril 2). A la izquierda se indican la
migración de ios marcadores de masa
molecular. La tiecha señala la banda
correspondiente al mRNA del operón
copS.
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5. ESTUDIO DE LA IMPLICACIÓN DE LOS GENES ESPECÍFICOS EN LA
BIOSÍNTESIS CAPSULAR DEL SEROTIPO 3
Experimentos llevados a cabo previamente en nuestro laboratorio (García y cols., 1 993)
habían demostrado que mutaciones en el gen cc¡p3A inhibían la capacidad de neumococo
tipo 3 para sintetizar cápsula. Por otra parte, y como ya hemos expuesto en el apartado 4.1,
los genes que preceden al operón cap3 (orfí y or/i2) no son necesarios para dicha
biosíntesis. Quedaba por tanto por determinar si, al igual que eap3A, ¡os genes capifi y
cap3C eran imprescindibles para este proceso, utilizamos la mutagénesis por insercián-
duplicación de cada uno de ellos (apartado 4 de Materiales y Métodos). Para ello,
construimos un plásmido vector según se indica en la Figura 24. Con este fin se digirió el
plásmido pUC ¡9 con la endonucleasa de restricción S?spl y se añadió a una mezcla de
ligación en la que se incJuyó e] gen que determina la resistencia a lincomicina (ermC),
obtenido mediante digestión del plásmido pFB9 con las enzimas (Jal y M~pI, y posterior
formación de extremos romos mediante el tratamiento de éstos con Pollk,, Con esta mezcla
de ligación transformamos la cepa TOI de E. coIi y encontramos una estirpe ApR Lii? que
contenia el plásmido pUCE 194. Este fue utilizado como vector en las construcciones que se
detallan en la Tabla 7.
Tabla 7. Construcción dc los plásmidos utilizados para la mutagénesis por insercián-
duplicación
Plásmido Fragmento donado (endonucleasas pUCEI91/endonucleasas
utilizadas/posición inicial y final) utilizadas
pUCEK2 PsII+DraI/8693-9509 pUCEI 9lIPsñ±SmaI
ptJCEK3~ EcoRI+SnaBl/ 1-524 pUCEI 91 /EcoRl 4-Pstl
pUCLiK4~’ AdunI/7764-8 136 pUCE 191 /SmaI+Hind ¡U
aIstc plúsmido fue construido a partir dc pKERI2 (‘tabla 5) tratado con IicoRI y Ps/I (cuya diana de
restricción sc encuentra en la zona que proviene del vector ptJC ¡8).
‘liste plásmido Ibe construido a partir de pKER22 (‘fabla 6) tratado con PvuII y /‘/indllI (cuyas dianas de
restricción se encuentran en la zona que proviene del vector pUC 18).
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Msp 1
Ssp 1
C/a 1
Gb 1
Figura 24. Construcción del plásniido pUCE191. pL, zona de donación múltiple del
plásmido pUC 19; ApR, Br>’ y CmR representan los genes que determinan la resistencia a
ampicilina, eritromicina y cloranfenicol, respectivamente.
Cuando transformamos la estirpe capsulada M23 con pUCEK3, que contiene un
fragmento interno del gen dexB, los transformantes LInR no tenian afectada su producción
de cápsula (datos no mostrados) demostrando así que este gen no se encuentra implicado en
la biosíntesis del polisacárido capsular de serotipo 3. Asimismo, la inaetivación de cap3C
mediante la transformación de M23 con pUCEK2 también produjo transformantes Lin’1 con
fenotipo capsulado de serotipo 3. Por otra parte, cuando utilizamos e! plásmido pLJCEK4
para interrumpir el gen cap3B. no obtuvimos transformantes Lin’<. Este resultado podría
indicar que el gen cap3B era esencial pata la viabilidad de> microorganismo; sin embargo,
cuando procedimos a mutagenizar este gen sobre la estirpe N424, que contiene una
mutación en el gen cap3A que produce un fenotipo no capsulado, sí pudieron obtenerse
transformantes Una. Asi pues, estos resultados indican que el gen cap3B no puede ser
interrumpido en una estirpe en la que el gen cap3A es firnelonal, mientras que, si éste está
mrnadc, el gen cap3B si puede entonces ser mutagenizado.
Ssp Y
Alsp 1
Ciar
Msp 1
Pol 1K
T4 DNA Ligase
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6. ESTUDIO DE MUTACIONES PUNTUALES QUE AFECTAN A LA
PRODUCCIÓN DE POLISACÁRIDO CAPSULAR DE SEROTIPO 3
Como se ha indicado anteriormente, a partir de dos estirpes capsuladas de serotipo 3,
M23 y NS3-1. obtuvimos 13 mutantes espontáneos no capsulados e isogénicos (Tabla 3),
dos de los cuales, M24 y NR3-6, fueron utilizados para construir los plásmidos
recorubinantes pKERI y pKER2. Además, disponíamos de un mutante espontáneo,
denominado A66R2, aislado en el laboratorio del Prof. Robert Austrian en los años 50
(Aiistrian y cok.. 1959). Este mutante había sido identificado por estos autores como
defectivo en la producción de la enzima UDP-GIeDH, debido a la mutación de un locus que
denominaron capD (Bernheimer y Wermundsen, 1972), lo cual le confería un fenotipo no
capsulado. Para caracterizar las mutaciones que habían sufrido las cepas obtenidas en
nuestro laboratorio localizamos, de manera aproximada, las regiones en que éstas hablan
tenido lugar, medimite experimentos de transformación al fenotipo capsulado utilizando
diversos DNAs donadores,. En la Tabla 8 se resumen los experimentos de transformación
genética llevados a cabo con estas cepas. Encontramos que en 12 de las 13 estirpes
mutarnes aisladas en nuestro laboratorio. Ja mutación se localizaba en el gen cap3A,
mientras que en la cepa restante, NR3-12, se encontraba en cap3B. La mutación de la cepa
M24 había sido localizada anteriormente en un fragmento Dral-BstYl de 0,24 kb dentro de
cap3A (García y cols.. 1993), es decir entre los nt 5863 y 6110 (Fig. 10). Las 11
mutaciones restantes del gen cap3A se podían dividir en dos grupos según la región del gen
donde se localizaba la mutación: el primero incluiria a las cepas NR3-4, NR3-5, NR3-6.
NR3 -1 1 y NR3-15, cuyas mutaciones se encuentran en la región 3’ del gen, mientras que ek
segundo grupo incluirla las cepas NR3-7, NR3-8, NR3~9, NR3-13, N’R3-14 y NR3-16.,
cuyas mutaciones se localizan en la región comprendida entre los nt 6261 y 6533 (extremo
del fragmento contenido en pKERI). A continuación, caracterizamos las mutaciones de tres
de estas estirpes (Figura 25) y para ello amplificamos mediante PCR el gen cap3i (o parte
de él) a partir del DNA cromosómico de cada uno de los niutantes y realizamos la
secuenciación directa del producto de PCR. Así, la mutación de la cepa M24 resultó ser una
inserción de una base (T) en la posición lOO a partir del codón ATG de iniciación de la
traducción dci rnRNA; esta insercién origina la aparidón de un codón de terminación
(TAA). Por su parte, la mutación de la cepa NR3-7 consistió en una transversión, O ---> 1’,
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que conileva un cambio Glu2<~t>—>Asp; aunque este cambio es de tipo conservativo, ya que
ambos aminoácidos poseen grupos cargados negativamente, tiene lugar en una región
bastante conservada entre las proteínas similares a ésta, como se puede apreciar en la Figura
¡4. Por otra parte, la cepa NR3-5 mostró una mutación consistente en una transición C —*
T en el nt 901 del gen que produce la aparición de un codón de terminación TAA en esta
misma posición.
Además, mediante estos experimentos de transformación genética, observamos que la
estirpe A66R2, previamente caracterizada como defectiva en la producción de UDP-
<iilcDH, producía transformantes capsulados cuando era transformada con el gen cap3A
amplificado por PCR (datos no mostrados), Jo cual indicaba que Ja mutación contenida en
esta cepa, que le conferia el fenotipo rugoso, se localizaba en éste gen. Esto apoyaba la
hipótesis de que el gen cap3A codifica la UDP-GIcDH en las cepas de neumococo de
serotipo 3.
Por otro lado, habíamos encontrado que una de las estirpes rugosas, la denominada NR3-
12, debía contener una mutación en el gen cap3fi, concretamente en la región comprendida
entre el nt 1 y el 656 deI gen dado que no se transformaba con cap3A ni con el plásinido
pKER22 pero si con pKER23 (Tabla 8). Por tanto, ya que esta mutación le conferia un
fenotipo rugoso, el gen cap3B debía estar implicado en la biosíntesis del polisacárido
capsular de serotipo 3 de neumococo.
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Figura 25. Secuencia dc nucleátidos del gen cap3A y localización de las mutaciones responsables del
fenotipo rugoso. En negrita se indica la secuencia de aminoácidos de Cap3A. ‘I’ambién sc muestran las
secuencias -lO y -35 dcl promotor del operón cap3 mientras que el posible sitio de unión al ribosoma se
indica subrayado y en cursiva. Las mutaciones presentes en las estirpes M24, NR3-5 y NR3-7 sc indican
debajo de la secuencia principal y subrayadas, mientras que los fenotipos derivados de éstas se representan
sobrc la secuencia de aminoácidos principal. Los codones dc terminación sc representan mediante tres
asteriscos. I.~os sitios de restricción utilizados para construir los plásmidos necesarios para la localización dc
las mutaciones están doblemente subrayados.
7. ANÁLISIS FUNCIONAL DE LOS PRODUCTOS GÉNICOS DEL OPERÓN cAP3
De lo comentado hasta aquí se puede deducir que, de los genes incluidos en el fragmento
LeoR>, tan sólo das ---cap3A y cap3B— son necesarios para la sintesis del polisacárido
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capsular de serotipo 3 de neumococo. El primero de ellos parece ser el encargado de 
codificar la enzima UDP-GlcDH. responsable de la formación de uno de los precursores de 
la síntesis capsular (UDP-GlcA). a partir del otro precursor (UDP-Glc) (ver apartado 7.1 de 
Introducción). Por otra parte. cq3B podría actuar catalizando la formación de alguno de 
los enlaces necesarios para la polimerizacih. es decir, para la incorporación de alguno de 
los monosacáridos. Glc o GlcA. al polisacárido en formación. En cuanto al tercer gen. 
ctr,~jC’. parece ser prescindible para la síntesis capsular aunque, dada la disposición de los 
tres genes en un mismo operón que posiblemente incluye un cuarto gen. es probable que 
participe en la síntesis de la cápsula. El alto porcentaje de identidad entre la estructura 
primaria de la secuencia deducida de aminoácidos de Cap3C y las de la UDP-Glc 
pirofosforilasa, tanto de E. w/i como de B. .suhlili.s (Figura 16). sugiere que la función de 
Cap3C sería la de sintetizar. a partir de UTP y Glc-I-P. el precursor que sirve de sustrato 
para la actividad de Cap3.A (UDP-Glc), según se indica en el apartado 7.1 de Introducción. 
Asi, la ruta de biosíntesis del polisacárido capsular del serotipo 3 propuesta por los 
investigadores clásicos quedaría tal y como se indica en la Figura 26. 
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Por tanto, con el fin de caracterizar de forma inequívoca las actividades enzimáticas de
estas proteínas, procedimos a expresar por separado cada uno de los tres genes del operón
cap3 en E. udi con el fin de determinar la actividad bioquímica de cada una de las proteínas
producidas. Como algunos autores han mencionado (Martin y cols., 1989; DUlard y Yother,
1991), la expresión de genes de neumococo en otros microorganismos, como E. coil,
entraña serias dificultades por lo que, para nuestro trabajo, tuvimos que recurrir, en general,
a sistemas de expresión con regulación estricta.
7.1. ESTuDIO DE LA PROTEINA CAP3A
Como ya se ha comentado anteriormente, tanto la comparación de secuencias de
aminoácidos (apartado 1 .8), como la complementación genética de un mutante previamente
caracterizado como defectivo en UDP-G1cDH con el gen capiA (apanado 6) indican que
este gen coditica probablemente esta enzima. Por tanto, con el fin de identificar la actividad
bioquímica de la proteina Cap3A procedimos a donar el gen cap3A en E.. coil, puesto que
se ha observado la imposibilidad de llevar a cabo d ensayo espectrofotométrico de
cuantificación de la formación de NADH, utilizado habitualmente para estudiar la actividad
UDP-GIcDH de otros microorganismos, a partir de extractos de neumococo debido a la
presencia de una elevada actividad NADH oxidasa, que copuritica junto a la enzima UDP-
GIcDH (Smith y cois., 1958b; 195%).
7.1.1. CoNSrnuccIóN DE UN PLÁSMIDO RECOMBINANTE PARA LA EXPRESIÓN 1)1±GEN
<IÍ4PSA EN E. COLÍ
En la Figura 27 se muestra la construcción del plásmido pTVUI, que contiene el gen
capit4 orientado de forma que su transcripción está controlada por el promotor del gen 4i10
del bacteriófago TY de E. ccli (Tabor, 1990). De esta manera, e) plásnddo pTVUI pudo ser
construido en un principio en la estirpe DHlOE de E. cali la cual, al no producir la enzima
RNA polimerasa del bacteriófago, no permite la transcripción de cap3A. con lo cual el
posible efecto nocivo de Cap3A sobre el microorganismo, que sospechamos pueda existir
debido a la deleción que repetidamente se produce durante el proceso de construcción de
pKER 1 en E. cali, quedaría anulado.
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En primer lugar, aniplificamos, mediante PCR, el gen cap3A a partir de DNA de la cepa
406. Utilizamos los oligonucleót¡dos PCAP2O y PCAP22 (Tabla 4>, que crean dos dianas de
restricción, Nc/el y Nsil (posiciones 5908 y 7195, respectivamente; Figura 10>. La reacción
de PCR se llevó a cabo en las condiciones que se indican en el apanado 6 de esta sección
variai~do únicamente la temperatura de hibridación que fije, en este caso, de 580C.
Purificamos el producto de la reacción y, tras tratarlo con las endonucleasas Ndel y NsiI, se
incluyó en una mezcla de ligación con el vector pT7-7 tratado con NdeI y PMI. Esta mezcla
de ligación se utilizó para transformar células de la estirpe DHIOB de E. col¡ y, de este
Rmodo, se seleccioné un transformante Ap que contenía el plásmido pTVU1.
4
DNA de 406
PCR
¿Vds 1 Nsíl
cap3 A
Figura 27. Construcción dcl plásmido pTVUX que contiene el gen cap3A bajo cli
control del promotor del gen 10 del fago T7. ApR representa el gen que determina la
resistencia a ampicilina; P4lO representa el promotor del gen lo del fago Ti.
A/deI A/de 1
Nsj 1
/Vc’e 1
9$
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7.1.2. PRODUCCIÓN DE LA PRoTEfNA CAPTA ENE. c0.u 
Como se ha señalado anteriormente, para producir la proteina Cap3A es necesario 
introducir el plásmido pTVU1 en una estirpe de E. coli que produzca la enzima RNA 
poliierasa del fago T7. Utihios el plásmido pTVU1 para transformar la estirpe 
JM109(DE3) y seleccionamos un transformante ApR que contenía el plásmido completo, 
como se confirmó mediante la secuenciación completa del gen utiliido los 
oligonucleótidos adecuados. A continuación, obtuvimos un extracto celular de la estirpe 
JM109(DE3) (pTVU1) a partir de un cultivo en el que la producción de la RNA polierasa 
del fago T7 había sido inducida mediante la adición de IPTG (concentración Iinal 0,5 mM), 
durante 90 minutos a 37°C. Dicho extracto fue analizado mediante SDS-PAGE. Como 
muestra control utilizamos un extracto celular obtenido en idénticas condiciones a partir de 
un cultivo de la cepa JM109(DE3) (pT7-7). De este modo, observamos la formación, en el 
extracto de la cepa JM109(DE3) (pTWl), de una proteína de aproximadamente 46 kDa 
(Figura 28) que corresponde, aproximadamente, a la kf, deducida a partir de la secuencia de 
nucleótidos de cap3A (44.700). A continuación, las proteinas fueron transferidas a una 
membrana Immobilon-PsQ (Millipore), y teñidas con negro Amido (Sigma). Se cortó la 
banda correspondiente a la proteina de 47 kDa y se determinó la secuencia de su extremo 
N-terminal, que resultó ser Met-Lys-Ile-Ala-Ile-Ala-Gly, lo que confirmó que se trataba de 
la proteina Cap3A. 
1 2 3 
Q 
97.4 - _ - :.f =~ -1 1 
Figura 28. Análisis, mediante SDS- 
PACE, de la expresión del gen 
cup3A en E. coli JM109(DE3) 
(pTVU1). Carril 1, marcadores de 
peso molecular; carril 2, extracto total 
de células de un cultivo de E. coli 
JM109(DE3) (pT7-7) tras una hora de 
inducción con IPTG; carril 3, extracto 
total de células de un cultivo de E. 
coli JM109(DE3) (pTVU1) tras una 
hora de inducción con IPTG a 30°C. 
La flecha indica la proteina inducida. 
La masa molecular de los marcadores 
(en kDa) se indica a la izquierda. 
21.5 - 
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7.1.3. Esruínzo ¡n lA M :T¡VIDÁD IN nTRO DE CAPJA
Un estudio más detallado de la producción de Cap3A por la cepa .JMIO9(DE3) (pTVUI)
reveló que la práctica totalidad de la proteína codificada por el gen cap3A se encontraba en
forma insoluble en estos extractos, probablemente debido a la formación de cuerpos de
inclusión. Para tratar de obtener la proteína en forma soluble, los cultivos fiieron incubados
a 300C, con el fin de reducir la síntesis proteica y. consiguientemente, la probabilidad de
formación de cuerpos de inclusión. En efecto, cuando analizamos, mediante SDS-PAGE,
los extractos así obtenidos encontramos que, si bien la intensidad de la banda
correspondiente a Cap3A era menor, dicha banda aparecía mayoritariamente en la fracción
soluble del extracto. De este modo, para llevar a cabo el análisis de la actividad enzimática
¡ti vitro de Cap3A realizarnos el ensayo según se indica en el apartado ¡6. 1. de Materiales y
Métodos, utilizando como muestra control un extracto celular de la cepa JM1O9(DE3)
(pT7-7) y los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 9.
Se pudo observar que el pH óptimo para la reacción catalizada por la enzima Cap3A es
9,0; por otro lado, su temperatura óptima parece ser 300C, ya que cuando realizamos el
ensayo a 250C o a 370( la actividad enzimática disminuyó considerablemente. Además, en
contraste con los resultados obtenidos previamente (‘MilIs, 1969), el catión \4g2* no parece
ser necesario para la actividad UDP-OlcOH de neumococo, ya que la adición de EDTA a
una concentración fina! de 10 mM no afecta significativamente a la actividad enzimática.
Por último. la acetilación de los grupos sutfhidrilo de Los residuos de cisteina presentes en la
proteína Cap3A mediante la adición de ácido lodoacético a una concentración final de 10
mM provoca un descenso muy significativo en la actividad enzimál:iea UDP-GIcDl-1,
indicando que alguna residuo de cisteina interviene en la actividad catalitica de esta
proteína. Este hecho ya había sido sugerido anteriormente (Milis, 1969) y confirma los
datos deducidos a partir de la comparación de secuencias de aminoácidos (ver apanado 1.8
de esta sección).
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Tabla 9. Act¡v¡dad UDP-GIcDH
Plásmido” Condiciones de
inducci5n
pl7-] no inducido
pl]-] 3 horas
pTVIJ 1 no inducido
pTVIJI 1 hora
pTVU 1 1 hora
§1VU 1 1 hora
pIVilí 1 hora
pTVIJI 1 hora
en extractos de E. coli
pH de la reacción
(otras condiciones>
9,0
9,0
9,0
9,0
8,5
8,0
.7,5
9,0 (±ácido
jodoacético 10 mM)
Actividad especificac
(U mg1) (xío2)
~~1
2
36
22
19
4
3
pIVUI 1 hora 9,0(+EDTA 10 mM) 34 94,5
pTVU ¡ 3 horas 9,0
pTVIil 1 hora (a 370C) 9,0 4 11,1
pTVUI ¡ hora 9,0 (250C) 2 5,5
pTVUI 1 hora 9,0 (370C) 3 8,3
‘La cepa huésped fue JMIO9(DE3).
5ia inducción se llevó a cabo, durante el tiempo indicado, a 300C a menos que se indique lo
contrario.
Los valores son medias aritméticas de tres experimentos independientes.
no detectable.
Por otra parte. identificamos el producto de la reacción. UDP-GIcA, mediante I-IPLC
según se indica en el apartado 16.2. de Materiales y Métodos. Se determinó la radiactividad
de las fracciones recogidas a lo largo de la elución de las muestras obteniéndose de esta
forma, los resultados mostrados en la Figura 29. De esta manera observamos que, mientras
que en la muestra control la radiactividad se encuentra presente en las fracciones eluidas
durante el tiempo correspondiente a la UDP-Glc, en la muestra problema eluye en dos
tiempos principalmente, el primero equivalemne al de elución de UDP-•Glc, y el segundo
tiempo al de UDP-CilcA. Además, analizamos la presencia de ácidos uránicos (apartado
18.4 de Materiales y Métodos) en cada una de las fracciones obtenidas tras la
Actividad
(%)
5,5
100
61,1
52,8
1 LI
8,3
lo’
UEIP-GIc
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cromatografía, y observamos reacción positiva únicamente en las fracciones
correspondientes al pico de UDP-GlcA.
Figura 29. Análisis mediante
HPLC de la formación de UDP-
CIcA a partir de UDP-Glc. Se
incubo UDP-[U-’4C]Glc conlo
extractos preparados a partir de
células de cultivos de E. coli
JM109(DE3) (pTVUI) sin inducir
(O) o inducidos (O) con IPTO
E durante una hora a 300C y a
J6 continuación se analizaron en una
-~ columna de HPLC. Las flechas
E indican la posición de los patrones
o-
o de UDP-Glc y IJDP-GIcA; la barra
horizontal muestra las fracciones
ehildas que dieron positiva la
2 reacción de carbazol.
7.2. ESTuDIo DE LA PROTEiNA CAP3B
7.2.1. (LXRACrrR¡ZAC¡ÓN DE LA MUTACIÓN I)E LA CEPA NR3-12
Tal y como se comentó en el apanado 6 de esta sección, de entre todos los mutantes
rugosos espontáneos obtenidos en nuestro laboratorio, tan sólo uno de ellos, la estirpe
NR3- 12. se encontraba mutado hiera del gen cap3i. En concreto, observamos que La
mutación se encontraba en el extremo 5’ del gen cap3B, entre las posiciones 7111 y 7768
(Tabla 8) de la secuencia mostrada en la Figura lO. Para identificar la mutación presente en
la cepa NR3-l 2, amplificamos, mediante PCR utilizando los oligonucleótidos PCAP3B y
UDP-GIcA
o
4 6 2 16
(mm)
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PCAP2 1 y las condiciones de reacción indicadas en el apartado 6 de esta sección, el gen
cap3B a partir del DNA de la cepa NR3-12. La secuenciación de dicho gen reveló que la
mutación consiste en la inserción de un sola base, una Y, en una región compuesta por seis
1, que abarca desde la posición 7177 hasta la 7182, próxima por tanto al extremo 5’ del gen
(Figura 30). Dicha inserción provoca la aparición de un codón de terminación, TAA, en la
posición 7232 (Fig. 1 0). Esta mutación causaría la síntesis de una proteína (7ap3B truncada
y, muy posiblemente, inactiva; sin embargo, cuando analizamos más detalladamente la cepa
NR3- 12, observamos que producía una pequeña cantidad de polisacárido capsular de tipo 3
(aproximadamente un 10% de la observada en la cepa salvaje, que es de entre 10 y 50 ~ig
por cada l0~ células) (datos no mostrados). Este hecho podría ser explicado mediante la
existencia de un salto’ ocasional de tipo +1 en el marco de lectura, es decir, el ribosoma
‘saltaría’ una base hacia adelante retomando el marco de lectura original. De este modo, se
produciría una pequeña cantidad de proteína Cap3B activa, que sintetizaría una cierta
cantidad de polisacárido capsular de tipo 3. Este fenómeno de deslizamiento del ribosoma
ya ha sido descrito en el caso de diversos genes y en diferentes especies (Engelberg-Kulka y
Schoulaker-Schwarz. 1 994).
7.2.2. CONsTRuCciÓN DE UN PLÁSMII)O RECOMBINANTE PARA EL ESTUDIO DE LA
ItXPRESION DEI. GEN cAP3B ENE. COLJ
En la Figura .31 se muestra la donación del gen cap3B en E. cvii. utilizando el vector
pT7-7. Para llevar a cabo la donación, amplificamos, mediante PCR, el gen cap3B a partir
de DNA cromosómico de la cepa 406. Utilizamos los oligonucléotidos PCAP3B y PCAP2I
el primero crea una diana de restricción Nc/el en la posición 7079 (Fig. 10) mientras que el
segundo incluye en su secuencia la diana Pstl (posición 8693, Figura 10). Las condiciones
en las que se llevó a cabo la reacción frieron las que se describen en el apartado 6 de esta
sección. Tras la reacción de PCR, el producto, purificado mediante Geneclean, fUe tratado
con las endonucleasas Nc/el y Psil e incluido con el vector tratado con estas dos mismas
enzimas en una mezcla de ligación, que se utilizo para transformar la estirpe JM109 de E.
1:01/. Así, seleccionamos una estirpe transformante ApIZ que contenía el plásmido pTBP3
fJNI 1 09(pl8P3)].
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estirpe 111413-12 14 Y Y E 1 t 14 L 1. D E F 9 11 U 5 E U E F 14 L E FC L Y E Y 29
estirpe 4O~ 14 Y Y F 1 t 14 1. 1. 5 E F O tI U O F U E E 14 L E E V E 1 t 29
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Figura 30. Secueneza de nucleótidos del gen cup3B y localización de la mutación de la
estirpe NR3-12. Se muestra la secuencia de la doble cadena y sobre ésta se indica la
secuencía de aminoácidos deducida de [aproteína Cap3E. La mutación presente en la cepa
NR3- 12 se muestra en negrita debajo de la secuencia principal, y el fenotipo originado por
ella se representa sobre la secuencia de la proteína Cap3B. Los codones de terminación
están representados mediante un asterisco.
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Figura 31. Construcción del plásmido pTBP3 que contiene el gen cap3B bajo el
R
promotor del gen 10 del fago T7. Ap representa el gen que determina la resistencia a
ampicilina; P4 10 representa el promotor del gen 10 del fago Ti. También se indican los
oligonucleótidos utilizados en la PCR (PCAP2I y PCAP3B).
7.2.3. PRODIJCCION DE LA PROTEÍNA CAP3B EN E. COL!
Utilizamos cl plásmido pTEP3 para transformar cepas de E. cvii que produjeran la enzima
RNA polimerasa del fago Ti, con el fin de conseguir la producción de la enzima Cap3B.
Para ello Ibe necesario utilizar la estirpe BL2 1 (DF3)(pLysS), ya que tanto la cepa
JMIO9(l)E3) como la BL2I(DE3) no produjeron transformantes con eJ plásmido pTBP3.
1 5a cepa utilizada contiene el plásmido pLysS, que porta el gen cal determinante de la
/oc Z
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resistencia a cloranfenicol, y cuyo replicón es compatible con el de pT7-’7. El plásmido
pLysS contiene, además, el gen que codifica la N-acetilmuramoil-L-alanína amidasa del fago
‘vi. que es expresado de manera constitutiva. Es sabido que esta enzima lítica inhibe a la
RNA polimerasa del fago (Moffatt y Studier, 1987); por tanto, la presencia del plásmido
pLysS en la célula coníleva un control más eficaz de la actividad de la RNA polimerasa y,
consiguientemente, de la expresión del gen cap3R. De este modo, tras seleccionar una cepa
transformante CmR y Ap4: [8L21(DE3)(pLysS)(pTBP3)j¡,analizamos la producción de
Cap3B y para ello obtuvimos un extracto celular —según se indica en el apanado 14 de
Materiales y Métodos— en el que habíamos inducido la producción de RNA pollinerasa de
Ti durante 90 minutos a 370C mediante la adición al cultivo de IPTO (concentración final
0,5 mM). Este extracto fue analizado mediante SDS-PAGE utilizando., como muestra
control, un extracto celular obtenido en idénticas condiciones a partir de la cepa
BL2 1 (1)E3ftpLysS)(pT7-7). De este modo, observamos la aparición de un banda
correspondiente a una proteína de aproximadamente 50 kDa, (Fig. 32A). A partir de este
extracto celular analizamos la secuencia de aminoácidos del extremo N-terminal de la
proteína, resultando ser Met-Tyr-Thr-Phe-lle-Leu, idéntica a la deducida a partir de la
secuencia del gen cap3B.
7.2.4. Es’¡’utno DE LA PRODUCCIÓN DE POLISACÁRIDO CAPSULAR DE SEROTIPO 3 EN E.
COU QUE EXPRESA EL GEN CIP3B
Mediante un experimento de doble inmunodiflisión en gel pudo ponerse de manifiesto la
presencia de polisacárido inmunológicamente idéntico al de serotipo 3 de neumococo en los
extractos celulares obtenidos a partir de la estirpe productora de la proteína Cap3B (Hg.
32B). Como era de esperar, en el extracto obtenido a partir de la cepa
13L21(DE3)(pLysS)(pTi-7) no se observó la aparición de ninguna banda de precipitación.
Como se ve en La Figura 32B, el extracto preparado a partir de un cultivo no inducido de la
cepa BL21 (DE3)(pLysS)(pTBP3) contiene también polisacárido de serotipo 3, aunque en
niveles de entre el 10 y el 25% de los encontrados en cultivos inducidos (datos no
mostrados) indicando la existencia de una represión incompleta del promotor del gen 406
como ya había sido descrito con anterioridad (Studier, 1991). Por otra paile, el polisacárido
producido por los cultivos inducidos de la cepa BL2¡(DE3ftpLysS)(pTBP3) resultó ser
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aproximadamente de entre el l y 5% del sintetizado por las cepas de neumococo de
serotipo 3 (datos no mostrados).
El polisacárido producido por la estirpe de E. cvii que contiene el plásmido pTBP3
resulté tener un alto peso molecular, tal y como observamos mediante filtración en gel
utilizando una columna de Sepharose CL-4B (Pharmacia). ya que eluyó en el volumen de
exclusión de la columna, de la misma manera que lo hizo el polisacárido producido por la
estirpe 406 de neumococo. Por otra parte, utilizamos un cultivo sin inducir de la estirpe de
E. ccli productora de polisacárido serotipo 3 para determinar la localización subeelular de
éste. Así. encontramos que una gran parte. aproximadamente el 400 o, se encontraba en el
espacio periplásmico, mientras que otro 40 6 50% estaba en el citoplasma de la célula y el
10 6 20% restante en la fracción membranosa (datos no mostrados).
A B
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Figura 32. Expresión del gen eupiB en E. cdi y producción de polisacárido capsular de tipo 3.
Panel A, análisis mediante SDS-PAGE de la producción de Cap3B en una estirpe de E. ccli que
expresa el gen capifl. Se utilizó un gel de políacrilamída al 10%. Carril 1. extracto total de células
de un cultivo de E. ccli BL2I(DE3) (pLysS)(pTi-i) inducido con IPTh durante una hora; carriles 2
y 3. extractos totales de células de un cultivo de E. col! BL2I(’[)E3) (pLysS)pTBP3) obtenidos
antes y después de la inducción con IPTO, respectivamente. La banda correspondiente a la pi’oteina
Cap3B se indica mediante una flecha. Panel E, ensayo de inmunodifusión doble en gel. Los pocillos
x’ 3 contienen los extactos correspondientes a los carriles 1, 2 y 3 dcl panel A, respectivamente.
El pocillo 4 contiene polisacárido deS. pneumoniac de tipo 3. El pocillo central contiene suero anu-
serotipo 3.
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7.2.5. CONS’I’RUC(’IÓN 1W IJN PLÁSMIIM) ItECOMBINANTE PARA LA (‘IflNACION Y
EXPRESIÓN l)FI. GEN C4P38 EN NICIJMO(’OCO
Como habíamos observado anteriormente (ver apartado 2 de esta sección), el gen cap3B
es específico del serotipo 3, y era interesante estudiar la producción de Cap3B en estirpes
de neumococo pertenecientes a otros serotipos. Para ello, construimos el plásmido
pLSE3B, tal y como se indica en la Figura 33, utilizando como vector el plásmido pLSEI,
capaz de replicar tanto en neumococo como en E. cvii. El fragmento PvulI-HindIIl
(posiciones 6749 y 8729, respectivamente: Figura 10) obtenido a partir de pKER2, fue
ligado a pLSEI. digerido previamente con EcoRV y HindIlI. Esta mezcla de ligación se
utilizó para transformar la cepa de E. cali C600, obteniéndose así un transformante EryR
TÉ que contenía el plásmido pLSE3 B, en el cual la expresión del gen cap3l3 quedaba bajo
el control del promotor que dirige la transcripción del gen responsable de la resistencia a
tetraciclina.
7.2.6. Owí’ENÚ¡ÓN DE ESTIRPES DE NELIM<)COCO QUE PRESENTAN tIN FENOTIPO BINARIO
Al, EXPRESAR EL GEN C,IP3B
[)e acuerdo con los resultados comentados anteriormente (ver apanado i.2.3), todo
parecía indicar que la proteína Cap3B es, tal y como habíamos supuesto basándonos en el
análisis comparativo de su secuencia de aminoácidos, la polisacárido..sintasa del serotipo 3
de neumococo, es decir, una enzima con actividad glicosil-trausferasa que es capaz, además,
de catalizar la formación de los dos tipos de enlace presentes en el polisacárido capsular de
serotipo 3. Para confirmar esta suposición, transformamos 4 estirpes capsuladas de
neumococo -----~M25. 15783/94, 8595/95 y 6028 pertenecientes a los serotipos 1, 2. 5 y 8.,
respectivamente-— con cl plásmido pLSE3B y analizamos el fenotipo de las estirpes
transtbrmantes Lin7 obtenidas. De este modo, observamos que éstas producían, además de
polisacárido capsular de su serotipo original, una cantidad significativa de polisacárido
capsular de serotipo 3. tal y como se muestra en la Figura 34. También Cibservamos que al
transformar las estirpes rugosas de serotipo 2, MII y N431 con el piásmido pLSE3B los
transformantes LiÉ producen únicamente cápsula de serotipo 3 (Fig. 34). Este polisacárido
es cl resultado de la actividad enzimática de Cap3B a partir de UDP-Glc —compuesto
relacionado con el metabolismo general de la célula-—- y UDP-GIcA que se encuentra
presente en el citoplasma de las células pertenecientes, entre otros, a los serotipos utilizados
RESULTADOS
en este experimento. Esta presencia se debe a su participación en la biosíntesis de la cápsula
original como forma donadora de GIcA, como es el caso de los serotipos 2, 5 y 8 o como
intermediario en la síntesis de UDP-GaIA, en el caso de las células pertenecientes al serotipo
l (Smith y cok., 1 958b: Milis y Smith, 1965).
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Figura 33. Construcción dc un plásmido recombinante (pLSE3B) que contiene el gen
cap3B y se replica en S. ¡meumoniae. Ery, representa el gen que determina la resistencia a
eritromicina. ApR, el que determina la resistencia a ampicilina y Tet. el que determina la
resistencia a tetraciclina. P, indica el promotor de ‘itt.
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Figura 34. Aiiálisis, mediante inmunodifusión doble en gel, de la producción de
polisacáridos capsuJares en estirpes de neumococo con fenotipo ‘binario’. 1 a 5 indican
antisueros contra polisacáridos capsulares de neumococo de los serotipos 1, 2, 3, 5 y 8,
respectivamente. Las letras A a E designan polisacáridos capsulares purificados de estirpes
de S. pneurnoniac de los serotipos 1, 2, 3. 5 y 8, respectivamente. Las letras a~ a
corresponden a extractos obtenidos a partir de transformantes tinarios’ de los serotipos
1/3, 2/3. 5/3 y 8/3, respectivamente. e y f indican polisacáridos preparados a partir de
transformantes capsulados de MII y M31 de serotipo 3, respectivamente.
7.3. Esmnío DE LA PROTEÍNA CÁP3C
7.3.1. CoNsnufcÚ’bON 1)13.. PLÁSMIDO rKA.LI
Llevarnos a cabo la construcción de un plásmido que contuviera el gen cap3C, para su
expresión en una estirpe de E. cok tal y como se describe en la Figura 35. Para ello,
digerimos el plásmido recombinante pKER2 con las endonucleasas Xbal y EcoRl y
purificamos el fragmento que abarca desde el nt 8225 hasta el 9704 (Fig. 10). A
continuación lo ligamos al plásmido pUC 19 digerido previamente con las mismas enzimas.
1 ¡0
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Esta mezcla de ligación fue utilizada para transformar la estirpe Dl-> ¡OB de E. col] y de esta
forma seleccionamos un transformante AptZ que contenía al plásmido pKAL í.
cap 3 A
cap 38
Xbo 1
&o Rl
Figura 35. Construcción del plásnddo pKALI que contiene el gen cap3C bajo el
promotor del operón ¡tic. Apt representa el gen que determina la resistencia a ampicilína;
P,~. designa el promotor del operón del metabolismo de la lactosa de E. col].
Eco Rl
Xba 1
Xba 1
EcoRl
cap 3 C
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7.3.2. (‘YoMPLEMvN’rÁCíÓrs 1W UNA MUTAC¡<)N GALU IW E COL! POR íci. Pí~ÁsM¡nO
u¡<AL 1
Durante los últimos años se han donado e identificado los genes que codifican las UDP-
(ilc pirofosforilasas de varios organismos, tanto procarióticos como eucarióticos (Ragheb y
Dottin, 1987: Valía y cols., 1989; Katsube y cols., 1991; Peng y Chang, 1993; Soldo y cols.,
1993; Crater y cols., 1995). Entre estos organismos se encuentra E. cvii, cuyo gen galU ha
sido recientemente donado, y su correspondiente proteina purificada y caracterizada
(Weissborn y cols.. 1994). Por otra parte, algunos de los efectos producidos por la
inactivación de este gen se conocen desde hace mucho tiempo, y han sido objeto de amplios
estudios bioquímicos (Sundararajan y cols., 1962; Fukasawa y cols., 1963; Komeda y cois.,
1977: Giawer y cols., 1988); así, uno de los fenotipos más característicos derivados de la
deficiencia en esta enzima es el que coníleva la incapacidad para utilizar galactosa como
fuente de carbono (Sundararajan y cois., 1962). Como consecuencia, cuando el cultivo de
un mutante go/U de 1=.cvii se lleva a cabo en medio sólido de MacConkey suplementado
con galactosa al 0,6%, se obtienen unas colonias diminutas e incoloras, mientras que la
estirpe silvestre crece formando colonias grandes y de un intenso color rojo, debido a la
acidificación del medio por la fermentación del azúcar (Peng y Chang.. 1993). De este
modo, procedimos a transformar la estirpe FF4001 con el plásmido pKALI y seleccionamos
los transformantes Ap’~ sobre placas de medio MacConkey suplementado con galactosa al
0,6% y ampicilina (lOO ~.tgmU’). Así, encontramos que todos los transtérmantes ApR
crecían formando colonias rojas (Fig. 36). Por tanto, habíamos demostrado que la enzima
(‘ap3C de neumococo es capaz de suplir la deficiencia de una cepa de E. cvii en la enzima
GaIU. indicando que. en efecto, Cap3C es una UDP-Glc pirofosforilasa.
7.3.3. CONSL’uuÚ:c¡ÓN DEL. ItÁSMIDO PTNC41
Analizando en un gel de poliacrilamida-SDS los extractos celulares obtenidos a partir de
cultivos dc las ccpas DI-IIOB (pKALI) y FF4001 (pKALI) no se observó la aparición de
ninguna banda adicional respecto a los extractos utilizados corno control, que pudiera
corresponder a la proteína Cap3C. Por tanto, parecía que, si bien esta enzima era producida
en cantidad suficiente para suplir la deficiencia de la célula en La proteína GalU. dicha
producción no era lo suficientemente elevada como para permitir su detección en geles de
poliacrilamida-SI)S. Por esta razón, procedimos a construir un plásmido en el que la
Ir
KESULT:WOS 
rranscripciún del gen cq>3( estuviera dirigida por un promotor fuerte. Para ello, utilizamos 
el vector pT7-J. que contiene el promotor del gen 410 del fago T7. utilizado con 
anterioridad para llevar a cabo la expresión de los genes cu/>3,4 y cq3B en E. ~wli 5 
construimos el piásmido pTNCAI. según se indica en la Figura 37. El fragmento de DNA 
que contiene el gen ccr/j3( ‘. utilizado para la construcción del plásmido pKAL 1. he en este 
caso ligado al plásmido pT7-3 previamente digerido con las enzimas EcoRI y Xhul: a 
continuación. esta mezcla de ligach fue utilizada para transformar la cepa JMIOO de E. 
coli y seleccionamos los transformantes Ap”, obteniendo de este modo. uno que contenia el 
plásmido pTNC-ll 
Figura 36. Complementación de la mutación gu/U en la estirpe de E. cnli FFJOOl 
mediante la adquisición del plásmido pKAL1. Placa A. medio MacConkey agar base 
suplementado con galactosa al 0.6% y ampicilina, e inoculado con células de la cepa 
FFJOOI(pKALI ): placa B. medio MacConkey agar base suplementado con galactosa al 
0,6% e inoculado con células de la estirpe FFJOOI; placa C, medio MacConkey ayar base 
suplementado con glucosa al 0.6% e inoculado con células de la estirpe FF400 1. 
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Figura 37. Construcción del plúsinido pTNC4I que contiene el gen capSC bajo el
Rpromotor del gen 10 del fago TI. Ap representa el gen que determina la resistencia a
ampicilina; P4 10 representa el promotor del gen 10 del fago Ti.
7.3.4. PRomiccióN E IDENTIFICACIÓN DE LA ENZIMA CAP3C EN E. COL¡
Al igual que en el caso del gen cap3A (apartado 7.1 de esta sección), para llevar a cabo la
expresión del gen cap3C es necesario introducir el plásmido p’1’NC4I en una cepa de E. col]
que produzca la RNA polimerasa del fago T7; así, utilizamos la cepa JM109{DE3) y
analizamos la producción de Cap3C en un transformante que contenía el plásmido pTNC4I
mediante electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS. De este modo, como se muestra en
la Figura 38. encontramos que en los extractos celulares obtenidos a partir de cultivos crí
los que la producción de RNA polimerasa de Ti había sido inducida durante 75 minutos
~‘0lo
Eco Rl
Eco Rl
Y/ial
KbaI
114
R!ZWLTADOS 
mediante la adición al cultivo de IPTG (concentración final 0, 5mM), aparecía una intensa 
banda, correspondiente a una proteína de aproximadamente 35 kDa que no existía en 
extractos celulares a partir de cultivos de la cepa JM109(DE3) (pT7-4). Analizando la 
secuencia de aminoácidos del extremo N-terminal de esta proteína encontramos que 
correspondía totalmente con la deducida a partir de la secuencia de nucleótidos del gen 
cap3C. Cuando analizamos más detalladamente esta producción, observamos que la 
proteína Cap3C se encontraba prácticamente en su totalidad en la fracción insoluble de 
estos extractos. Con objeto de reducir la tasa de sintesis proteica y tratar de evitar la 
formación de cuerpos de inclusión, al igual que en el apartado 7.1.3 de esta sección, la 
obtención de los extractos celulares se llevó a cabo a partir de cultivos realizados a 30°C y 
en medio M63 suplementado con glucosa al 0,2%, aunque, en este caso, lamentablemente, 
no se obtuvo el resultado deseado. 
Figura 38. Análisis, mediante SDS-PACE, de la expresión del gen cup3C en E. di. Se 
utilizó un gel de poliacrilamida al 12%; carril 1, marcadores de peso molecular; carril 2, 
extracto celular obtenido a partir de un cultivo de la cepa JM109(DE3) (pT7-4) inducido 
con IPTG durante una hora; carriles 3 y 4, tiacciones soluble y de membrana, 
respectivamente, de un extracto celular obtenido a partir de un cultivo de la cepa 
JM109(DE3) (pTNC41) inducido con IPTG durante una hora. La proteina inducida se 
indica con una flecha. La masa molecular de los marcadores, en kDa, se indica a la 
izquierda. 
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8. CLONACION Y SECIIENCIACIÓN DEL FRAGMENTO EúoRl-RclI SITUADO
EN POSICIÓN 3’ CON RESPECTO AL GEN CAP3C
Como se ha descrito anteriormente, el tamaño del mRNA sintetizado a partir del
promotor del operón cap3 indicaba que éste debía incluir, al menos, un cuarto gen. Para
analizar la posible implicación de este gen en la biosintesis capsular, así corno para estudiar
la presencia de otros genes que pudieran intervenir en dicha biosintesis, procedimos a donar
esta región de DNA en E. ccli. Para ello, utilizamos la estirpe LinR denominada M23
(pUCEK2). obtenida en el apartado 5 durante la inactivación del gen cap3C. De acuerdo
con el modelo propuesto por Morrison y cols. (1984), durante la obtención de este cepa se
debió producir un proceso de recombinación mediante el cual el plásmido pUCEK2 se
insertó en el cromosoma bacteriano, quedando éste con una disposición genética similar a la
mostrada en la Figura 39A.
8.1. 0niENciÓr’~ I)I§I. PLÁSMID() rUCEK2I
De acuerdo con lo mostrado en la Figura 39A, la digestión de] DNA cromosómico de la
cepa M23 (pUCEK2) con algunas endonueleasas de restricción, tales como Kpnl, Sacl o
Bc/l. generaría fragmentos que contendrían el origen de replicación del plásmido y el gen
que determina la resistencia a Ap, provenientes de pUC 1 9. así como fragmentos de DNA de
neumococo de diferentes tamaños, según la endonucleasa utilizada. Estos fragmentos
contendrían, además de la región Pstl-EcoRl contenida en pKER2 (nt 8693 a nt 9704, Hg.
10). una región nueva situada en posición 3’ respecto a cap3E’.
Se purificó DNA cromosómico de la estirpe M23 (pUCEK2) y realizamos un mapa de
restricción de la zona situada a continuación de cap3( mediante su hibridación con
pKER2I - que contiene prácticamente todo este gen, y con pK.ER23. Esta última sonda nos
indica cual de las dos bandas de hibridación obtenidas con pKER2 1 era la correspondiente
a! fragmento EcvRI de 9704 pb. De este modo construimos e] mapa fisico mostrado en la
Figura 39B. Se puede observar que la endonucleasa BcLl libera un fragmento de
aproximadamente 8 kb. siendo éste el de mayor tamaño obtenido al emplear las
endonucleasas antes mencionadas. De esta manera, digerimos el DNA de la cepa M23
(pUCEK2) con Bci’l y tras someterlo a una electroforesis en gel de agarosa de bajo punto
de fusión, purificamos, mediante la técnica de la 13-agarasa. los fragmentos situados en un
¡¡6
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intervalo de tamaños de entre 7 y 9 kb. A continuación, los incluimos en una mezcla de
ligación, que fue utilizada para transformar la cepa TG 1 de E. cvii. Así, encontramos una
estirpe transformante APR que contenía el plásmido pUCEK2I (Figura 39C).
8.2. SECIJI:NCIAaON 1)1]. INSERTo (ON1’ENID() EN EL I>LÁSMIDO rUCEK2I
La secuenciación del fragmento de DNA contenido en el plásmido pUCEK2 1 se llevó a
cabo con un secuenciador automático según se detalla en el apanado lO de Materiales y
Métodos, mediante el uso de oligonucleótidos sintéticos. Además, se construyeron tres
subclones del plásmido pUCEK21, denominados pUCEK2I 1, pUCEK2I3 y pUCEK2I4; el
primero de ellos fue construido ligando el fragmento EcoRl-Pstl (nt 9870-12097) (Fig. 10)
al plásmido pUC 1 8 digerido previamente con estas dos mismas endonucleasas. El segundo
de los subclones se construyó ligando el fragmento SarI-Psi (posiciones 11008 a 12097,
Fig. lO) al plásmido pUC 1 8 digerido con estas dos mismas enzimas. Por último, el plásmido
pUCEK2 14 se construyó ligando el fragmento Psi-Psi (posiciones 12097 a 13004, Fig.
lO) al plásmido pUf) 18 previamente digerido con Psi]. La secuencia así obtenida (nt 9705-
14056) se muestra en la Figura 10.
8.3. ANÁlisis COMPARATIVO DE LA SECIJENCIA I)EI, INSERTO I)E rUCEK2I
El análisis de la secuencia de nucleótidos comprendida entre los nt 9570 y 14056, reveló
la presencia de una nueva ORE (oriS) (Fígs. 10 y 40). Ésta comenzaría en el nt 12671 y
terminaría en el nt 13792. La comparación de la secuencia de aminoácidos deducida a partir
de la de nucleótidos de la orfl reveló un cierto parecido con la secuencia de la proteína
NanA ---una enzima con actividad neurarninidasa— de neumococo, si bien ésta última es de
un tamaño mucho mayor (1035 aminoácidos frente a 373 de la OrB) (Cámara y cols.,
1 994). siendo este parecido más acusado en el extremo N-terminal de la proteína tal y como
se muestra en la Figura 41. La proteína Orf3 comienza coincidiendo con la secuencia del
péptido señal de NanA, y comparte una zona de ocho aminoácidos, del 31 al 38, idéntica a
la de la neuraminidasa; asimismo, los tres últimos aminoácidos de esta zona, VLA,
probablemente constituyen el lugar de actuación de la peptidasa, como ya se sugirió para el
caso de NanA (Cámara y cols., 1994). ya que cumplen la regla ~-3,-l’ (PerIman y
Halvorson. 1983), según la cual los tres últimos aminoácidos del péptido señal definen el
lugar de ruptura; de estos tres, los aminoácidos -3 y -l (siendo al aminoácido ±1el primero
¡17
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de la proteína madura) deben presentar cadenas laterales pequeñas y sin carga, capaces de
permitir l~ interacción de la proteína con la peptidasa.
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Figura 39. Esquema (le inactivación del gen capiC y construcción del plásmido í>UCEK2I. A: inserción
dc pUCISK2 en el cromosoma de la ccpa M23. eap3C’ indica que cl gen cap3C está incompleto; ~IU,
rcpresenta el origcn dc replicación dcl plásmido ptJCEK2; Ap, representa cl gcn que determina la
rcsnstcneia a ampicilina; hry, designa cl gen que determina la resistencia a critromicina. Las lineas;
discontinuas representan un evento dc recombinación homóloga. II: mapa lisico de Ja región dc
recombinación en la cepa traunstbrmante M23(pUCEK2). El sombreado de las dos copias incompletas dcli
gen eap3( indican la procedencia —del plásmido pl.iCEK2 o del cromosoma de M23—- de los fragmentos
que las componen. U: esquema dcl plásmido p[JCItK2 1. l¿ny’ indica que ¡4 está inconnpíeto; la linea
gruesa representa DNA des? pneuiflofllde.
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0rfX’ IS’ PIPA’ orf3 
Figura 40. Esquema de la disposición de genes en la región situada en posición 3’ con 
respecto al gen cup3C. or/.Y’ indica que la ORF presente está incompleta; IS’ indica la 
presencia de un fragmento de una secuencia de inserción: plp.4’ indica la presencia de un 
t?agmento del gen />I/>.-J, 
204 
228 
Figura 41. Comparación de la secuencia de aminoácidos de Orf4 con la de la proteina 
NanA de 5’. pneumoniue. X73967 representa la proteína NanA de neumococo. Las zonas 
en azul representan aminoácidos conservados en ambas proteinas; las zonas en verde 
designan los cambios conservativos existentes entre ellas. Se han subrayado los aminoácidos 
que constituyen el péptido sefial de la proteína NanA: u indica el posible lugar de corte de la 
peptidasa. 
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Por otra parte, cuando comparamos la secuencia de nucleótidos de la región comprendida 
entre cq3C’ y wf3, encontramos que la zona que se extiende entre los nt 10630 y 1 117 1 es 
muy parecida (55% de nucleotidos idénticos) a un hagmento de la ISI 167 de neumococo 
(Zhou y cok., 1995). Sin embargo, al contrario de lo que ocurre con la IS1167. no contiene 
mngun marco abierto de lectura y. por tanto. no parece codificar ninguna proteina con 
actividad transposasa. como en el caso anterior. Por otro lado. al obtener la secuencia 
deducida de aminoacidos en el sentido de transcripción imerso al del operón cq13 (nt 
I 177 I a 10726). aunque no se encuentra un codón de iniciación. vimos que comparte un 
gran parecido con la estructura primaria del extremo C‘-terminal de la transposasa codificada 
por el gen presente en la IS///>’ (Figura 47). 
36 
92 
182 
252 
Figura 42. Comparación de la secuencia de aminoácidos deducida a partir de la de 
nucleótidos entre las posiciones 11271 y 10276 (Fig. 10) con la de la proteína 
codificada por IS1167 de S. pneumuniue. Las zonas en azul representan aminoácidos 
conservados en ambas secuencias, las zonas en verde designan los cambios conservativos 
entre éstas. 406 representa la secuencia deducida en la cepa 406; M36180 representa la 
transposasa codificada por ISI 167 de neumococo. 
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Todo esto parece indicar que esta región corresponde a un fragmento de una secuencia de
inserenon que habría existido en esta zona. Del mismo modo, la zona que se extiende entre
los nt 11274 y 12457 es prácticamente idéntica (98% de nucleótidos idénticos) a un
fragmento de la secuencia de nucleátidos del gen pipA de neumococo (nt 837 a 2019)
(Pearee y cols., 1994). Sin embargo, en este fragmento tampoco existe un marco abierto de
lectura; cuando realizamos un análisis más detallado de esta zona observamos pequeñas
diferencias en la secuencia que causaban la pérdida de la fase de lectura, según se muestra
en la Figura 43. Así, en la posición 11337 (Fig. 10) se ha producido una inserción de una T
y en la posición 11780 se ha insertado una G, lo que provoca que unos nucleótidos más
adelante (posición 2286) aparezca un codón de terminación. Por otro lado, el extremo 5’
del gen no ha permanecido en el cromosoma bacteriano, debido probablemente a la
presencia de la secuencia de inserción descrita anteriormente.
Por último, encontramos un marco abierto de lectura (or/k) que comienza en el nt 9579 y
se ve interrumpido por la presencia de la secuencia de inserción incompleta en el nt 10650,
con lo cual el polipéptido codificado por esta ORF, que originalmente sería el cuarto gen
del operón cap3, no corresponde con la proteína original en su extremo C-terrninal. Otro
autores han sugerido que esta proteína correspondería a una fosfoglucomnutasa, encargada
de catalizar el paso reversible de Glc-6-P a Glc-l-l’ (Dillard y cols.. 1995). aunque la
comparación de su secuencia de aminoácidos con las de las bases de datos no revela
información relevante acerca de su posible función (datos no mostrados).
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Figura 43. Comparación de la secuencia de nucícótidos cutre las posiciones ¡¡274 y 12457 (ver Hg. lO>
con parte tic la del gemn plp<l de S. pneumoniae. Sobre la secuencia de nuelcótidos de la estirpe 406 se
muestra, en negrita, la deducida de aminoácidos; debajo de la secuencia de nucícótidos del gen pipA se
muestra la secuencia de la proteina l>lpA. Los codones dc terminación se indican mediante un asterisco; las
inserciones de una base en la secuencia de la cepa 406 sc indican en negrita; 1 representa nucícótidos
idénticos en ambas sccueneias.
122
RESULTADOS
9. ANÁLISIS DE LA IMPLICACIÓN EN LA BIOSiNTESIS CAPSULAR DE LA
REGIÓN DE DNA SITUADA EN POSICIÓN 3’ RESPECTO DEL GEN ¡y/A
Recientemente se ha afirmado, basándose en datos obtenidos mediante interrupción de
genes por inserción del transposón Tn9I6, que la región situada en posición 3’ respecto del
gen lytA contiene genes implicados en la síntesis del polisacárido capsular de serotipo 3
(Watson y cols.. 1995). Con el fin de estudiar este hecho, procedimos a transformar la
estirpe M3 1 --—mutante rugoso de serotipo 2 que ha sufrido una deleción de, al menos, 5,5
kb que afecta al gen ip/A y a la región situada en posición 3’ respecto a éste, es decir, la que
según estos autores está implicada en la biosíntesis capsular y la cepa parental, Mil, con
DNA cromosómico de la cepa 406 y seleccionanios transformantes con fenotipo capsulado,
el cual fue confirmado mediante la técnica de ‘Quellung’. A continuación, comprobamos
que los transtérrnantes M3 1 51< mostraban tín fenotipo Ly’tA’; y mediante hibridación de los
DNAs cromosómicos, tanto en dot-blot como en PFOE. con pGL4O y POLÓS, sondas que
contenían el gen ¡y/A y/o diferentes zonas de la región analizada (Fig. 44), así como con
pKER7 y pKER23, observamos, según se muestra en las Figuras 45a y 45b, que mostraban
una deleción idéntica a la de la cepa parental, además vimos que sólo los transformantes
M3 1 53 y MIl 53 contienen los genes capsulares de serotipo 3 (situados como era de
esperar en el fragmento Sinaí de 290 kb), mientras que todas las cepas contienen la región
que precede a los genes capsulares. Además, comprobamos que el gen ¡y/A y la zona
analizada se sitúan en un fragmento Smal de 90 kb, tal y como ya se había descrito (Gasc y
cols.. 1991).
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Figura 44. Mapa fisico del fragmento Bcll dc 7,5 kb que contiene el gen lytA de S.
pneumoniae. La región mostrada corresponde al inserto de DNA de neumococo del
plásmido pGL3O (Sánchez-Puelles y cols., 1986); M13812, 543511, y L36660
corresponden a los números de acceso de las regiones indicadas. Los genes IytA y lytA 101’
se indican mediante una flecha negra y otra blanca, respectivamente. También se muestra la
localización de la ORFí y de las secuencias BOX (Martin y cols., 1992). A representa las
regiones delecionadas. Los asteriscos indican que existen dianas adicionales para las
correspondientes enzimas. E, BclI; E, EcoRl; FI, fJindIIl; P, Pvull; 5, Sau3AI.
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Figura 45. Determinación de la
implicación de las regiones
adyacentes al gen ¡y/A en la
síntesis de polisacárido
capsular de S. pneu>non¡ae.
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y.- DISCUSIÓN
Pero ¿cómo?. ¿gustar por qué? -preguntó, terco, ei tendero que
debía ser sin duda una de esas personas tan corrientes aficionadas u,
razonar 1’ a duceu/ir y que son incapaces de clevarse a la /ógicc’t del
absurdo.
(Charles Baudelaire. Los dones de las liadas’’)
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El estudio de los genes capsulares se ha llevado a cabo principalmente en
microorganismos Grarn-negativos, habiéndose encontrado una disposición génica que
parece estar bastante conservada en la mayoría de ellos. Los genes capsulares se agrupan en
tres regiones adyacentes bien diferenciadas (Figs. 4 y 46): en primer lugar, la región 1,
común a todos los serotipos de una misma especie, cuyos genes están encargados de dirigir
la translocación del polisacárido desde el periplasma a la superficie celular; a continuación,
la región 2, específica de cada serotipo, encargada de la síntesis de los precursores y de su
posterior polimerización; y, por último, la región 3, conservada entre los distintos serotipos
y encargada del transporte del polisacárido a través de la membrana citoplasmática. En lo
que respecta a los microorganismos Gran-positivos, es concebible que, dadas las
diferencias que existen entre éstos y los Gram-negativos ——particularmente en lo que atañe
a la complejidad de las estructuras periféricas— la disposición de los genes capsulares varíe
de forma significativa; por ejemplo, debido a la ausencia de membrana externa, parece
lógico suponer que no dispondrán de genes equivalentes a los de la región 1 de las bacterias
Gram-negativas. Así, a pesar de la relativamente escasa información que se posee sobre los
genes capsulares de bacterias Gram-positivas, se está poniendo en evidencia que, en efecto,
la disposición de sus genes capsulares difiere de la encontrada en bacterias Gran-negativas
(Figura 46), y parece no seguir un esquema único. De este modo, en el serotipo III de 5.
agalacliae se han identificado seis genes, aunque su organización en unidades
Éranscripcionales no ha sido determinada. Por otro lado, en 5. aurew.’ de serotipo 1 se han
identificado trece genes que parecen disponerse en varios operones, aunque la distribución
(le éstos entre los distintos serotipos no ha sido dilucidada aún. Por último, en 8. pyogenes,
en el que hasta el momento sólo se ha descrito la existencia de un serotipo, se ha
identificado un operón, denominado has (por ‘hyaluronic acid ~ynthesis’)que, al igual que
lo que ocurre en el serotípo 3 de neumococo, consta de tres genes que codifican una
glicosil-transferasa o polisacárido-sintasa (/uisA), una UDP-GIcDH (liasE) y una UDP-Glc
pirofosforilasa (ha«i).
En esta tesis hemos donado y secuenciado 14056 bp de DNA de 8. pneumoniae y hemos
observado que el operón cap3 -—específico del serotipo 3 se encuentra flanqueado por
regiones comunes a DNAs de otros serotipos capsulares; sin embargo, también hemos
dennostrado que éstas no intervienen en la biosíntesis capsular. Por otro lado, otros autores
han sugerido que los genes que intervienen en la síntesis capsular en estirpes de serotipc
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1 9F se agrupan en un operón que consta tanto de genes comunes como de específicos,
siendo los primeros aparentemente homólogos a los situados en la región 5’ respecto del
operón cap3. ial y como se ha comentado en el apanado 7.2 de Introducción, los estudios
clásicos acerca de la genética capsular de neumococo propusieron un modelo de
organización de los genes específicos en forma de casete que, en el caso del serotipo 3,
estaría constituida por el operón cap3, siendo esta zona la que se intercambiaría durante los
ténómenos de transformación genética intertipo, mediante un proceso de recombinación
mediado por la homología existente entre los diferentes serotipos capsulares a ambos lados
(leí operón cap3.
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Figura 46. Análisis comparativo de la organización de los genes capsulares y adyacentes a éstos de
algunas especies bacterianas. A la izquierda se indican los microorganismos a los que pertenecen los
grupos de genes capsulares. Los bolques sombreados corresponden a genes identificados como serotipo-
específicos. En E. cali y S~ pneumoniae serotipo 3, los bloques blancos indican genes comunes a todos los
serotipos. En los demás microorganismos los bloques blancos indican genes cuya distribución entre los
distintos serotipos no ha sido analizada, las hechas indican el sentido de transcripción de los genes.
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1. ANÁLISIS ESTRUCTURAL DE LOS GENES CAPSULARES
Por razones ya comentadas en el apartado de Resultados, fue necesarno construir dos
plásmidos. pKERI y pKER2, para analizar un fragmento EcoRI de lO kb del DNA de £
pneumoniae 406. Estos plásmidos contienen todo este fragmento en dos porciones
solapantes. Por otro lado, construimos el plásmido pUCEK2I que posee un fragmento de
DNA que solapa con el fragmento EcoRl por el extremo que contiene genes específicos del
serotipo 3 (Figs. 10 y 39B). El análisis de la secuencia de los fragmentos de DNA de
neumococo contenidos en estos tres plásmidos reveló una disposición génica que mostraba
claras diferencias de organización con respecto a otros grupos de genes capsulares
estudiados hasta el momento.
Como se ha indicado anteriormente, los genes que dirigen la biosíntesis capsular en los
microorganismos se clasifican según la ifinción que desempeñan las proteinas por ellos
codificadas en dos tipos: comunes y específicos. Así, identificamos en neumococo ambos
tipos de genes dentro de los presentes en la región estudiada aunque, corno observamos en
el apartado 4. 1. de Resultados, los genes comunes, es decir, aquellos que aparecen en,
estirpes de diferentes serotipos, no parecen estar implicados en la biosíntesis capsular de
tipo 3. En el caso de la estirpe 406 cabe diferenciar tres tipos de regiones cuando se analiza
la zona del genoma que codifica para la cápsula de serotipo 3 y las zonas adyacentes cori
respecto a cepas pertenecientes a otros serotipos:
a) por un lado, encontramos que la región que incluye el espacio intergénico dexB-orf¡
se encuentra en todos los serotipos analizados hasta el momento y además hemos
observado que esta zona es bastante variable, en cuanto a su tamaño, entre los distintos
serotipos (Fig. 18). En general esta región posee un tamaño aproximado de 1,1 kb lo
cual concuerda con el que tendría esta zona en el caso de que la secuencia identificada
en la estirpe 406, homóloga al gen cpsl9fi4 estuviera completa (ver apartado ¡.9. de
Resultados). En algunos serotipos, sin embargo, el tamaño obtenido es mayor
<serotipos 1 y 33) lo que podría indicar la presencia de alguna secuencia de inserciór¡,
como sucede con la estirpe de serotipo 19F estudiada por Guidolin y cols. (1994). Del
mismo modo, las regiones situadas en posición 3’ respecto del operón capsular, es
decir, el fragmento de la secuencia de inserción y el del gen pipA. así como el gen orfl,
se encuentran en todos los serotipos analizados (Fig. 18).
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b> los genes o4’l y 2 se encuentran sólo en algunos serotipos estudiados (Fig. 1 8).
c) los genes ca/)3I3, cap3C y el fragmento de gen situado a continuación de este último
sólo se encuentran en el serotipo 3 (Fig. 1 8). Dado que la proteína Cap3C cumple una
función que debe ser común a todos los serotipos. como es la síntesis de UDP-Glc,
resulta sorprendente que la hibridación con el gen cap3C no produzca ninguna banda de
hibridación con 1)NAs de otros serotipos. Asimismo, confirmando resultados descritos
previamente (García y cols., 1993), observamos que el gen cap3A hibrida con el DNA
de estimes de los serotipos 3 y 5. Sin embargo, la hibridación de este gen con DNAs de
estirpes de otros serotipos que contienen, al igual que el serotipo 5, GIcA o GalA en su
polisacárido (como ocurre con los serotipos 2 y 1, respectivamente) no mostró la
aparición de ninguna banda de hibridación, indicando que los genes que codifican las
UDP-GIcDH de estas estirpes son significativamente diferentes de cop3A.
Experimentos clásicos de transformación genética ya habían permitido sugerir que los
genes de las UDP-GIcDH de los serotipos 1 y 3 no son homólogos (Bernheimer y
Wermundsen, 1969).
Hemos analizado la organización de estas regiones encontrando que los genes específicos
del serotipo 3 se agrupan en un operón (Fig. 22) mientras que los que dirigen la biosíntesis
del polisacárido capsular de serotipo 1 9F de neumococo, parecen disponerse formando un
único operón junio con los genes (o regiones) identificados como comunes a todos los
serotipos (Guidolin y cols., 1994) (Figura 46). Estos autores sugirieron, además, que los
genes comunes, cps/9/A-D, son necesarios para la sintesis capsular, mientras que, en el~
serotipo 3 hemos demostrado que las ORFs localizadas en esa región homóloga no son
imprescindibles para la formación de polisacárido capsular, puesto que en la estirpe 406,,
dichos genes o bien se encuentran mutados, como es el caso de los genes homólogos a
cps/9f4 y 8. o no se transcriben, como sucede con los genes crí! y 2 (Fig. 22). Dado que
las conclusiones a las que llegaron Guidolin y cols. se basan en datos obtenidos mediante
inactivación por inserción-duplicación de cada urjo de los genes cpsl9f y teniendo en cuenta
la disposición de estos genes, no puede descartarse un efecto de inactivación polar, tal y
como admitieron los propios investigadores.
lina clara diferencia en la estructura génica de los serotipos capsulares 3 y 1 9F es la
presencia, en el caso de uno de los aislados de este último, de una secuencia de inserción,
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(¡5/202) que no se encuentra en la estirpe 406, aunque sí hemos observado la presencia de
una posible secuencia de reconocimiento para la 15/202 entre los nt 1658 y 1689. Estos
datos podrían sugerir que los genes capsulares estarían localizados en las proximidades de
regiones susceptibles de facilitar la incorporación de secuencias de inserción y otros
elementos móviles, como transposones, lo que podría permitir la escisión de los genes
capsulares del cromosoma bacteriano y su transferencia, de forma natural, tanto a otras
regiones del propio cromosoma como a otras estirpes. La presencia de elementos móviles
flanqueando grupos de genes capsulares ya se ha descrito en otros microorganismos, como
U? in/luenzae (Kroll y cols., 1991), N. meningifidis (Hammerschmidt y cols.. 1996), en los
que, además, se ha observado que desempeñan un importante papel en la regulación de la
síntesis capsular mediante duplicaciones de la región serotipo-especifica. y en 5’ aureus
(Lee. 1995). Más recientemente, se ha observado la presencia de dos secuencias de
inserción flanqueando el grupo de genes que dirigen la biosíntesis capsular del serotipo 1 de
neumococo (R. Muñoz, comunicación personal). Esta aparente capacidad para movilizar la
casete que contiene los genes capsulares específicos puede haber sido la causa de las
alteraciones que parecen haber sufrido las regiones que flanquean dicha casete en la estirpe
406 y que habría ocasionedo la deleción del extremo 5’ del gen homólogo a cps 19/A así
como las demás mutaciones que han sufrido tanto este gen como el que posiblemente existía
a continuación, homólogo al gen cpsl9fB.
Los genes capsulares específicos del serotipo 3 se hallan separados de los comunes por un
espacio dc 1096 bp. que no existe en el caso del serotipo 19F. En esta región encontramos
una secuencia que posiblemente actúe como un terminador de la transcripción Rho-
independiente, así corno una secuencia promotora consenso precediendo al gen únp3A.
Recientemente. I)illard y cols. (1995) han aislado y secuenciado la región que contiene los
genes específicos que dirigen la síntesis capsular en la estirpe WU2 de serotipo 3. lo que les
permitió poner de manifiesto la existencia de tres genes. cps3 1). ctps3S y cps3 U, que poseen
un alto grado de identidad con respecto a los genes cap3A . cap3B y cap3(.? de la cepa 406,
respectivamente (99%, 97,6% y 99,7%), lo que indica que ambos grupos de genes son
homólogos. Por último, en la región situada en posición 3’ respecto a los genes capsulares
específicos hemos encontrado otro gen que podría también formar parte del operón capsular
y que está interrumpido en su extremo 3’ por la presencia de tnn fragmento de una secuencra
de inserción que posee un 55% de nucleótidos idénticos con 1S1167 (Zhou y cols., 1995).
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Otros autores han sugerido, basándose únicamente en datos obtenidos mediante análisis
comparativo de secuencias de aminoácidos, que este cuarto gen, que han denominado
c1>á’3M, codificaría una proteína con actividad fosfoglucomutasa, es decir, la enzima que
cataliza la conversión de Glc-6-P en Gle- 1 -p (Dillard y cols., 1995) y que, por tanto, estarna
implicada en la biosíntesis capsular, ya que sintetizaría el sustrato de la reacción catalizada
por la UDP-Glc pirofosforilasa. No obstante, en nuestro trabajo hemos observado que,
además de que el gen está interrumpido, la inactivación de cap3C, que a causa de un etécto
polar también podria provocar la inactivación de los genes situados a continuación, produce
estirpes capsuladas, indicando que estos genes no son imprescindibles para la biosíntesis
capsular. Mediante un análisis comparativo de la secuencia de aminoácidos (357 residuos)
deducida a partir de la secuencia del gen desde el codón de iniciación ‘hasta el lugar de
interrupción con las presentes en las bases de datos, observamos un cierto parecido —
concretamente posee un 30% de residuos idénticos en una región de 85 aminoácidos—’ con
la 0RF456 de Cote/la hume/ii (número de acceso para las bases de datos Genebank y
EMBL. X79075) que aparentemente codificaría una fosfomanomutasa, aunque esta
suposición se basa únicamente a su vez en el parecido de la proteína que codificaría la
0lZF456 con una proteína de P. acruginosa con actividad fostbmanomutasa. A
continuación se localiza una región que, por análisis comparativo de secuencias,
probablemente se trate de parte del gen pipA (Fig. 40) (Pearce y cols., 1994) y que, además,
se encuentra interrumpido por la inserción de un par de bases. Estos datos sugieren que, al
igual que ocurre en la zona de los genes comunes situada en posición Y con respecto a los
genes específicos. existe una serie de fragmentos de DNA que parecen representar restos
génicos que serían consecuencia de algunos eventos de inserción o escisión de genes
mediados por una secuencia de inserción, parte de la ctial se perdió también durante un
proceso posterior de reorganización génica. En esta sentido cabe destacar que,
recientemente, se ha puesto de relieve el importante papel que podrían desempeñar las
secuencnas de inserción. asociadas a bacteriófagos, en la evolución ‘.‘ transferencia de
determinantes de la virulencia bacteriana (Cheetharn y Katz, 1995). Además, también
recientemente. Xiang y cols. (1994) han encontrado evidencias de fenómenos de
recombinación genética mediada por secuencias de inserción en los genes r/h de síntesis del
lipopolisacárido de 8. en/crica. En este caso, como al parecer podría haber sucedido en £
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pi’wumofliae, la 15 se habría inactivado con posterioridad a la recombinación, mediante la
acumulación de mutaciones sin sentido.
A continuación del fragmento del gen pipA encontramos un posible gen, oríS, que
codificaría una proteína exportable de aproximadamente 41 kDa (Fig. 40). No obstante, el
papel que desempeñaría Orf3 es aún desconocido, ya que la comparación de secuencias de
aminoácidos no revela ningún dato indicativo de su posible ifinción.
Tal y como se ha connentado anteriormente, el análisis de la secuencia de nucleótidos
sugiere que los genes capsulares específicos se agrupan en una unidad de transcripción que
estaría dirigida por un promotor situado en posición 5’ con respecto al gen cap3A. Esta
hipótesis fue confirmada mediante la identificación del sitio de iniciación de la transcripción
por ‘Primer extension’ (Fig. 23). La presencia de un posible promotor en esta región
también ha sido postulada recientemente en la cepa WU2 de neumococo (Dillard y cols.,
1 995). atnnque no se demostró su flincionalídad. Estos autores han propuesto, además, la
existencia de un terminador débil Rho-independiente entre los genes cps3S (cap3B) y cps3U
(capÁ ‘). así como la presencia de un promotor situado en posición 5’ respecto de este
último gen, sugiriendo que estas dos secuencias formarían un sistema de atenuación de la
expresión de cps3U. Sin embargo, en nuestro trabajo hemos observado que en la cepa 406,
a pesar de poseer dichas secuencias, no se produce dicha atenuación, ya que los
experimentos de ~Northernblol mostraron la existencia de una única banda de hibridación
corespondiente a un mRNA de aproximadamente 5,8 kb (Fig. 22). Sin embargo, no hemos
podido poner en evidencia la existencia de alguna secuencia que pudiera actuar como
terminador de la transcripción Rho-independiente en la región situada a 6 kb y en posición
3’ dcl punto de iniciación de la transcripción, aunque no se puede descartar que la RNA
polimerasa se libere como consecuencia de la existencia de un terminador Rho-dependiente.
Por otro lado. no parece que los genes comunes se expresen en la estirpe 406, ya que no se
ha detectado ninguna banda de hibridación cuando se emplean los genes oríl y/o orfl en
experimentos de Northern blof: aunque no se puede excluir la posibilidad de que el rnRNA
que pudiera sintetízarse tenga una vida medía muy corta.
Los resultados obtenidos en nuestro trabajo demuestran que los genes capsulares
específicos del serotipo 3 se agrupan en una única unidad transcripcional, lo que establece
tina clara diferencia respecto a la organización génica sugerida en otros serotipos
capsulares. como el serotipo 19F (Guidolin y cols., 1994), o en otros microorgansimos,
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como estreptococos del grupo B (Rubens y cols., 1993). en los que ambos tipos de genes,
comunes y específicos, se disponen aparentemente en una única unidad de transcripción.
Por otro lado, y con el fin de examinar el grado de participación de los diferentes genes
estudiados en la biosíntesis capsular de neumococo se utilizó la técnica de inserción-
duplicación (Morrison y cols., 1984) para interrumpir la secuencia de lectura. Como ya se
ha comentado, tanto dexB como cap3C resultaron ser prescindibles para la biosíntesis del
polisacárido capsular (apartado 5 de Resultados). Se ha demostrado (apanado 7.3.2. de
Resultados) que Cap3C es la enzima encargada de la síntesis de UDP-Glc, es decir, de uno
de los precursores de la biosíntesis y, por tanto, es muy probable que esta enzima esté
realmente implicada en la biosintesis capsular pero su actividad pueda ser complementada
por otra u otras enzimas del metabolismo celular. Observaciones análogas se han descrito en
el caso de 1’. acmuginosa, en donde se ha observado que la enzima dTDP-Glc pirofosforilasa
muestra cierta actividad UDP-Glc pirofosforilasa (Melo y Glaser, 1965). Esta podría ser la
razón por la que hasta ahora no se hayan podido aislar mutantes en el gen cap3C, ya que
éstos serían fenotípicamente indistinguibles de la estirpe salvaje. También es posible que, en
alguna región diferente del cromosoma de neumococo, exista otro gen que coditique
también una UI’)P-Glc pirofosforilasa. Este hipotético gen no debería ser homólogo con
cap3C y muy posiblemente deberia estar también presente en estirpes de 8. pneumoniae de
otros serotipos. Sc puede especular que una posible función de tal gen sería asegurar la
síntesis de UDP-Glc necesaria, por ejemplo, para la síntesis de los polisacáridos de la pared
celular.
Por otro lado, no se pudo llevar a cabo la inactivación completa de capiA en estirpes con
un gen cap3A luncional. No obstante, el uso de un mutante cap3A (M24), sí permitió la
inactivación de copRA. Esta observación podria indicar que la acumulación de UDP-GIcA,
producto de la actividad de Cap3A, resulta tóxico para la bacteria. Hay que resaltar e].
hecho de que de un total de 21 mutantes no capsulados de neumococo tipo 3, sólo uno de’
ellos estaba mutado en el gen de la polisacáido-sintasa pero un detallado análisis genético
demostró que, en realidad, se trataba de un mutante con tina deleción que afectaba tanto al
gen de la UDP-GIcDFI como a la sintasa (Bernheimer y cols., 1968). Sin embargo, Dillard y
cols. (1 995) han sido capaces de aislar, mediante inserción-duplicación, un mutante afectado
exclusivamente en el gen cps3S (cap3B). En nuestro laboratorio hemos realizado repetidos
intentos para construir un mutante análogo, pero sin éxito hasta el momento.
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Una vez estudiada la distribución de los genes entre los diferentes serotipos, así como su
participación en la biosíntesis del polisacárido capsular de serotipo 3 de neumococo,
estudiamos la localización de estos genes en el cromosoma de S. pneumoniae, a partir del
mapa fisico realizado por Gase y cols. (1991) (Fig. 47). Mediante PFGE de DNAs de
estirpes pertenecientes a distintos serotipos y de su posterior hibridación con sondas que
abarcan diferentes regiones de los genes comunes o específicos, encontramos que los genes
capsulares se encuentran situados en el fragmento de 290 kb Sinaí (n0 3) (Figs. 19 y 20), en
el que también residen los genes pbpla y pbp2x. Por otra parte, observamos que existen
genes, o fragmentos de genes. que se encuentran repetidos en otras regiones del cromosoma
de neumococo; concretamente, una de estas repeticiones se encuentra localizada en el
fragmento Sinal de 52 kb en el que también se sitúa el gen recP (Rhee y Morrison. 1988).
Datos obtenidos a partir de experimentos de transformación genética habían sugerido la
existencia de tales zonas repetidas como medio para explicar el comportamiento de estirpes
de neumococo de fenotipo ‘binario’ (Austrian y cols.. 1959; Bernheimer y cols., 1967;
Bernheimer y Wermundsen, 1969; 1972) (ver apanado 7.2 de Introducción). La duplicación
de genes capsulares ha sido observada en otros microorganismos, como E. <mli (Drake y
cols., 1993>, N meningñidis (Hammerschmidt y cols., 1994) o, muy recientemente, en 5.
aureus (Sau y Lee. 1996>.
Con el fin de determinar con más precisión la localización de los genes capsulares en el
genoma de neumococo utilizamos, además de Sinaí, las enzimas de restricción Saclí y Apal
y observamos que los fragmentos producidos por Sacll, al ser hibridados con el plásmido
pKER2. que contiene los genes específicos de serotipo 3. daban lugar a una banda de
hibridación que corresponde al fragmento de 60 kb (n0 12), mientras que ‘hibridando con los
genes comunes, situados a ambos lados del sitio de corte Saclí (Fig. 10) obtuvimos una
banda adicional que corresponde a un fragmento de 118 kb (n0 6) (Fig. 20). Estos
resultados penniten situar los genes capsulares en uno de los extremos del fragmento S’acll
n0 12. concretamente en el extremo adyacente al fragmento n0 6 (Fig. 47).
Mientras nos encontrábamos en el periodo de redacción de esta tesis. Watson y cols.
(1995> afirmaron, hasándose en experimentos de mutagénesis por inserción de TnYJó sobre
una estirpe de neumococo de serotipo 3, que la región situada en posición 3’ con respecto
al gen (vtA. —---ubicada, por tanto. en el fragmento Sinaí n0 10 del genoma de neumococo
(Fig. 47)—— interviene de algún modo aún por determinar en la biosíntesis del polisacárido
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capsular de serotipo 3 de neumococo. Esta localización de los genes capsulares totalmente
diferente a la encontrada por nosotros, podía poner en tela de juicio el ‘modelo de casete
ampliamente documentado. Para aceptar o rechazar estos resultados estudiamos la posible
implicación de esta región genómica en la producción y/o regulación del polisacárido
capsular de serotipo 3 de neumococo. Para ello, transformamos la cepa M3 1 —-que
contiene una deleción de, al menos, 5,5 kb que incluye el gen ¡y/A y la región supuestamente
implicada en la biosíntesis capsular (Sánchez-Puelles y cols., 1 986b) (Fig. 44)— con DNA
de la estirpe 406 y seleccionamos transformantes de fenotipo S3 . Mediante experimentos
de hibridación del DNA de estos transformantes con sondas que incluían genes capsulares o
zonas incluidas en el fragmento delecionado de M3 1 (Figs. 45A y B), observamos que tales
transformantes poseen la misma deleción que la cepa parental a pesar de haber adquirido el
fenotipo capsulado. Este resultado demuestra que la región situada en posición 3’ cori
respecto al gen /yA no desempeña ninguna función en la biosíntesis capsular de serotipo 3’
de neumococo.
2. ANÁLISIS FUNCIONAL DE LOS GENES COMUNES
Como ya se ha comentado Guidolin y cols. (1994) sugirieron que los genes comunes que
preceden a los específicos de serotipo 1 9F (Fig. 46) podían estar implicados en la síntesis
del polisacárido capsular de neumococo y más concretamente, en el transporte del
polisacárido a través de la membrana celular (cpsl9fC y cpsI9fD) o en la regulación de la
expresión génica (cps/9/A). Sin embargo, en nuestro trabajo hemos observado que estos
genes aparentemente no son necesarios para la formación de cápsula de serotipo 3, ya que
la estirpe 406 que no produce estas proteínas sintetiza, no obstante. una cápsula muy
abundante (Fig. 22. apartado 4.1 y apartado 1.9 de Resultados). La implicación de estos
genes en la síntesis capsular sugerida por Guidolin y cols. (1 994) está basada en
experimentos de mutagénesis por inserción de transposones y las posibles funciones han
sido deducidas en función del parecido de las secuencias de aminoácidos con las de
proteínas caracterizadas como transportadoras o reguladoras en la sintesis capsular en otros
microorganismos: por tanto, al disponerse los genes comunes y específicos en una misma
unidad de transcripción no se puede descartar que los genes realmente implicados en la
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tbrmación de cápsula sean únicamente éstos últimos, produciéndose una pérdida de la
encapsulación debida a un efecto de inactivación polar.
Nuestros resultados sugieren que la formación de cápsula, al menos~ en el caso del
serotipo 3, no necesita de la presencia de proteínas transportadoras específicas de
polisacárido capsular sino que. probablemente, el transporte del polisacárido a la superficie
celular pueda ser realizado mediante transportadores no específicos para esa función. Esta
afirmación se ve apoyada por la observación de que una estirpe de E. <mii en la que se ha
introducido un sólo gen capsular de neumococo, capiA, es capaz de sintetizar y transportar
a través de la membrana interna un polisacárido inmunológicamente idéntico al polisacárido
capsular de serotipo 3 (Fig. 31 B, apartado 7.2.4 de Resultados). En este: microorganismo
no existe, lógicamente, ningún transportador específico de este polisacárido aunque sí posee
dos proteínas. KpsT y KpsM, que forman un sistema de transporte a través de la membrana
interna para su propio polisacárido capsular (ver apanado 5.3 de Introducción). También es
posible que, dada la simplicidad estructural del polisacárido de serotipo 3. éste no necesite
un sistema de transporte determinado, que podría estar formado por las proteínas
codificadas por los genes comunes antes mencionados, y que sí sea imprescindible en el
caso de polisacáridos de estructura y composición más compleja.
Hasta el momento no se ha identificado ninguna proteína implicada en la regulación de la
síntesis capsular en microorganismos Gram-positivos, aunque recientemente se ha descrito
un mecanismo de regulación a nivel transeripcíonal de la síntesis de ácido hialurónico en 5.
pyogene,9 (Crater y van de Rijn, 1995). En este microorganismo se ha descrito un fenómeno
de control de la síntesis de ácido hialurónico. consistente en la pérdida de la cápsula al llegar
a la fase estacionaria de crecimiento (van de Rijn, 1983), mientras que en el caso de
neumococo se ha observado que gran parte del polisacárido de serotipo 3 se desprende de:
la célula al llegar ésta a la fase estacionaria de crecimiento, aunque hasta el momento se
desconocen las causas de este fenómeno (Wood y Smith, 1 949), además de ir disminuyendo
la producción de cápsula de tipo 3 a lo largo de las fases de crecimiento del cultivo, hasta
cesar dicha producción (Sukantz y cols., 1941). Asimismo, la implicación de la proteína
Cps 1 9fA en la regulación sugerida a partir de su parecido con la proteína LytR,
reguladora a nivel transcripcional de la expresión de los genes /ytABC en Esuliuilis
(Lazarevie y cols., 1992) no ha sido comprobada y según nuestras observaciones su
presencia no es esencial para la formación de cápsula (apartado 1 .9 de Resultados), aunque
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no puede descartarse que desempeñe un papel como regulador negativo de la expresión
génica.
3. ANÁLISIS FUNCIONAL DE LOS CENES CAPSULARES
El análisis comparativo de secuencias de aminoácidos de la proteína Cap3C con las
secuencias existentes en los bancos de datos reveló una gran semejanza con proteínas
caracterizadas como UDP-Glc pirofosforilasas (Fig. 16). Además, en su extremo N-terminal
contiene una secuencia de nueve aminoácidos que posee una similitud notable con una zona
de la UDP-Glc pirofosforilasa de patata, enzima con la que también comparte la presencia
de un residuo de lisina que ha sido identificado como esencial para el funcionamiento de
dicha enzima (apartado 1.8 de Resultados). Estos datos apuntaban a que Cap3C daría
cuenta de una actividad UDP-Glc pirofosforilasa~ para comprobar esta sugerencia
disponíamos de la estirpe FF4001 de E. <mli que contiene una mutación en el gen galU, que
codifica la UDP-Glc pirofosforilasa de este microorganismo. Según se ha comentado
anteriormente (apartado 7.3.2 de Resultados) las mutaciones gaiU producen fenotipos muy
característicos, uno de los cuales se manifiesta en la incapacidad que poseen estas cepas
para utilizar la galactosa como fuente de carbono (Sundararajan y cols., 1962), debido a que
el metabolismo bacteriano de la galactosa se lleva a cabo a través de la ruta mostrada en la
Figura 47, descrita por Leloir (¡956) y Ka¡ckar (1958).
Gal ‘4’ ATP Gal-l-P + ADP
(ial-LP + UDP-Glc <—-—‘-—* UDP-Gal + Glc-l-P
UDP-Glc + PP ““ (ile-VP + UTP
(iIc~l-l¾ y Glc-6-P
Figura 47. Ruta dc conversión de galactosa en un intermediario glicolítico (Glc-6-P).
1. galactoquinasa; II, Gal-l-P uridilil transferasa: 111, UDP-Gal epimerasa; IV, UDP-Glc
pirofosforilasa: V, fosfoglucomutasa.
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Los genes que codifican las tres primeras enzimas de la ruta forman el operón gal, que
constituye un sistema inducible y, cuando la célula se incuba en presencia de galactosa la
tasa de síntesis de dichas enzimas se incrementa hasta 15 veces, inhibiéndose dicha síntesis
en presencia de glucosa (Adhya, 1987). Por tanto, las estirpes ga/U acumulan Gal- 1 -P
cuando se incuban en un medio de cultivo cuya única fluente de carbono es galactosa; dicha
acumulación de Gal- 1 -p en el citoplasma resulta tóxica para la célula y produce la inhibición
del crecimiento (Sundararajan y cols., 1962). De este modo, cuando se cultiva la estirpe
FF4001 en medio MacConkey suplementado con galactosa como única frente de carbono,
se observa la aparición de colonias diminutas e incoloras, en contraste con lo que sucede
con la estirpe parental, MC4IOO, (galU ), que forma colonias grandes con un color rojo
intenso, debido a la disminución del pH como consecuencia de la fermentación del azúcar.
La transformación de la estirpe FF4001 con un plásmido recombinante (pKAL 1) que
contenía el gen capÁ? bajo el control del promotor del operón /ac (Fig.35, apartado 7.3.1
de Resultados,) dió lugar a la aparición de transformantes que mostraban un fenotipo
idéntico al silvestre (Fig. 36, apartado 7.3.2 de Resultados). lo que indicaba que la mutación
galU era complementada por Cap3C y demostraba que ésta proteína era una UDP-Glc
pirofosforilasa. Sin embargo, en los extractos celulares de esta estirpe, no observamos la
aparición de ninguna banda proteica adicional con respecto a los extractos utilizados como
control, lo que nos indicaba que la producción de la proteína Cap3C no era lo
suficientemente abundante como para permitir su detección en un gel de poliacrílamida-
SDS. aunque era adecuada para suplir la deficiencia en mutantes galU. Con el fin de
conseguir una mejor caracterización de la proteína Cap3C se construyó un nuevo plásmido
recombinante (pTN(’4 1) que contenía el gen cap3C bajo el control del sistema de expresión
del fago Ti (Fig. 37. apartado 7.3.3 de Resultados) y se pudo observar la producción de
una proteína de unos 35 kDa, cuya secuencia N-tenninal coincidió con la deducida para
Cap3C a partir de la secuencia de nucícótidos (Fig. 38. apanado 7.3.4 de Resultados).
Desgraciadamente, no fue posible producir la proteína Cap3C en E. <mli en condiciones
nativas para poder ensayar su actividad bioquímica.
A partir de la comparación de la secuencia de aminoácidos deducida del gen capRA con
las de las bases de datos obtuvimos información que nos pennitió asignar una posible:
fUnción a la proteína Cap3A. Asi, encontramos una gran similitud en su secuencía.,
concretamente un 57% de identidad, con la de la proteína HasB de 5. pyogenes (Fig. 14)
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(Dougherty y van de Rijn. 1993). caracterizada como UDP-GIcDH, además de observar la
presencia de una secuencia muy parecida a la del péptido tríptico de la UDP-GIcDH bovina
que contiene el centro activo de la enzima (Franzen y cols., 1981) y de un motivo de unión
a NAD en su extremo N-terminal, característico de muchas deshidrogenasas (apartado 1 .8
de Resultados) (Wierenga y cols., 1986). Por otra parte, estudiando los 13 mutantes
rugosos que habíamos aislado en el laboratorio, encontramos que en 12 de ellos la mutación
había tenido lugar en el gen capRA (Tabla 8, apartado 6 de Resultados), 1<) cual apoyaba la
hipótesis de que este gen codificaba una UDP-GIcDI-i, ya que se había descrito que la gran
mayoría de las mutaciones espontáneas sufridas por estirpes capsuladas de serotipo 3 que
producían un fenotipo rugoso habían tenido lugar en un locus denominado capD
(Bemheimer y Wermundsen, 1972) e implicaban una deficiencia en esta actividad
enzimática (Eernheimer y cols., 1968) (ver apartado 7.2 de Introducción). Una evidencia
más directa se obtuvo transformando con el gen cap3A uno de estos mutantes, denominado
A66R2. al comprobarse que se obtenían transformantes capsulados (Tabla 8).
Todos estos resultados indicaban que Cap3A era una UDP-GlcDH, pero la demostración
directa de esta función requería la comprobación de su actividad enzimática in vi/ro. Sin
embargo, se había descrito previamente la presencia en extractos celulares de neumococo,
de una elevada actividad NADH oxidasa (Smith y cols., 1 958b) que interfiere con la
detección de la formación de NADH, que constituye el parámetro mensurable relacionado’
con la actividad UDP-GIcDH. Asimismo, se había observado que dicha actividad NADE’
oxidasa no puede ser separada de la actividad UDP-GIcDH mediante el fraccionamiento de
los extractos celulares de neumococo (Smith y cols., 1959b). Por tanto, la comprobación de
la actividad bioquímica de Cap3A requena la expresión del gen en un sistema heterólogo, lo
que podría, al menos en principio, acarrear notables dificultades como ya se ha puesto en
evidencia para buen número de genes de neumococo (Diilard y Yother, 1991). Así, ya
habíamos observado repetidamente que el gen capRA no podía ser donado intacto en E.
¿oil, ya que durante la donación del fragmento EcoRl de 10 kb (apanados 1.2 y 1.4 de
Resultados), éste sufría repetidas deleciones que se producían indefectiblemente en el gen
capiA. Esto nos llevó a pensar en un posible efecto tóxico del producto génico de cap3A en
E. colí similar al descrito en el caso del gen hasB de 5. pyogenes (Dougherty y van de Rijn,
1993). por lo que abordamos su donación mediante el empleo de un sistema bien regulado’,
basado en la utilización de un promotor fágico reconocible únicamente por la RNA
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polimerasa del fago T7 (Fig. 27, apartado 7.1.1 de Resultados). Este sistema nos permitió
donar un plásmido recombinante (pTVU1) que contenía el gen capRA. en una estirpe de E.
cvii que no sintetiza la RNA polimerasa fágica eliminando así la posibilidad de expresión del
gen de neumococo. Para ello, prescindimos previamente del promotor del operón capi. A
continuación, introduciendo este plásmido pTVU 1 en una cepa de E. <mli que sintetiza la
RNA polimerasa del fago T7 observamos la producción de una proteína de 47 kDa que
identificamos como Cap3A mediante la secuenciación de su extremo N-terminal (Fig. 28,
apartado 7. 1 .2 de Resultados). Sin embargo, cuando realizamos el fraccionamiento de los
extractos celulares encontramos que la proteína Cap3A se hallaba prácticamente en su
totalidad en la fracción insoluble. Estos extractos mostraron una actividad enzimática muy
reducida, debido probablemente a la desnaturalización de la enzima como consecuencia de
la formación de cuerpos de inclusión. Por tanto, procedimos a llevar a cabo los cultivos a
menor temperatura (300C) y con ello obtuvimos, como era de esperar, una producción de
Cap3A menor; en este caso, sin embargo, la proteína se encontraba mayoritariamente en
forma soluble y observamos, en efecto, una actividad UDP-GlcDH significativamente mas
alta que en el caso anterior (Tabla 9, apartado 7.1 .3 de Resultados). En contraposición a
resultados previos (MilIs, 1969), se determinó que la actividad UDP-GIcDH de neumococo
9
de tipo 3 no requiere Mg y que el pH óptimo era 9,0, en lugar de 8.4. Por otra parte,
encontramos que la adición de ácido iodoacético, agente inactivante de los residuos de
cisteina, provoca la reducción drástica de la actividad UDP-GIcDH, lo cual indica la
intervención de grupos sulfidrílo en la catálisis enzimática, tal y como se había postulado
anteriormente (Milis, 1 969). En apoyo de esta idea está el hecho de que la eliminación del
rioglicolato, un agente estabilizante de grupos redutores, provoca una pérdida notable de la
actividad UDP-GIcDH. Es probable que uno de los residuos de cisteina implicados sea
Cvs25> (Fig. 10). es decir, el situado en la secuencia que supuestamente forma el centro
catalítico de la enzima (Franzen y cols., 1981). Por último, llevamos a cabo la confirmación.
directa de que el producto de la reacción de Cap3A es UDP-GIcA mediante HPLC (Fig.
29>.
El análisis comparativo de secuencias de aminoácidos había mostrado que Cap3E
contiene un 25% de aminoácidos idénticos a los de la hialuronato-sintasa HasA de 8.
pyogenes’ (Eigs. 1513 y C. apartado 1.8 de Resultados), la enzima que cataliza la unión de
(ilcA y GIcNAc ([)eAngelis y cols., 1993b). Cap3B muestra un perfil de hidrofobicidad
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compatible con el de una proteína de membrana. Por otra parte, habíamos aislado un
muiíante capiA que producía una cantidad de polisacárido capsular significativamente mas
baja que la de la cepa parental (Fig. 30, apartado 1.2.1 de Resultados). Todas estas
observaciones indicaban que cap3B estaba implicado en la biosíntesis capsular,
probablemente en la formación de, al menos, uno de los dos tipos de enlaces presentes en el
polisacárido de tipo 3, dado que estudios ya clásicos habían puesto de manifiesto que la
actividad responsable de la síntesis del polisacárido capsular de serotipo 3 se encontraba
asociada a la membrana de la bacteria (Smith y cols., 1961 b). Analizando el mutante cap3B
encontramos que, a pesar de que su mutación conllevaría la síntesis de una protema
truncada de únicamente 41 aminoácidos —17 de los cuales no corresponderían con los
originales—-- sintetiza, no obstante, cierta cantidad de polisacárido capsular lo que podría
explicarse mediante un fenómeno de salto o deslizamiento del ribosoma de tipo +1 en el
marco de lectura (Engelberg-Kulka y Schoulaker-Scbwarz, 1994).
Con el fin de determinar de forma inequívoca la función que desempeña la proteína
Cap3B durante la biosíntesis capsular, estudiamos su efecto tanto en E. cali como en
estirpes de neumococo pertenecientes a otros serotipos. La transformación de la estime de
E. cali productora de T7 RNA polimerasa con el plásmido que contiene el gen cap3B
(pTBP3) (Fig. 3 1. apartado 7.2.2 de Resultados) no producía transformantes, con lo que
concluimos que la expresión de cap3B en E. cali conlíeva un efecto nocivo para la célula,
como ya habían observado otros investigadores (Dillard y cols., 1 995). Con el fin de tratar
de reducir al menos este efecto deletéreo, transformamos con el plásmido pTI3P3 una
estirpe de E. col! productora de la T7 RNA polimerasa y que sintetiza de manera
constitutiva, a partir del plásmido pLysS, la enzima lítica del bacteriótégo T7 que posee un
efecto inhibidor de la actividad RNA polimerasa de T7 (Moffatt y Studier, 1987). De esta
manera, se sintetizó una proteína de 50 kDa que flie identificada como Cap3B mediante la
secuenciación de su extremo N-terminal (Fig. 32A, apartado 7.2.3 de Resultados).
En los extractos obtenidos a partir de la estime de E. cali productora de Cap3B
observamos la síntesis de un polisacárido inmunológicamente indistinguible del producido
por las estirpes de neumococo de serotipo 3 (Eig. 32B, apartado 7.2.4 de Resultados). Esta
síntesis tenía lugar incluso en cultivos no inducidos indicando la existencia de un nivel basal
de expresión como consecuencia de una represión incompleta. El polisacárido sintetizado,
con un peso molecular similar al producido en neumococo tal y como observamos mediante
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filtración en gel, se encuentra mayoritariamente en el citoplasma y en el espacio
periplásmico, aunque una pequeña proporción también se localiza en la fracción de
membrana. Según se ha comentado anteriormente, en el genoma de E. col! se distinguen
tres regiones implicadas en la biosíntesis capsular; una de ellas, la región 3, está formada por
los genes kpsM y kpsT que codifican dos proteínas cuya función es la translocación del
polisacárido a través de la membrana interna; estas proteínas pertenecen a la fumilia de los
transportadores ABC’ que, aparentemente, son capaces de translocar una cierta variedad
de polisacáridos cargados negativamente. No obstante, la posible implicación de KpsM y
KpsT en el transporte del polisacárido de neumococo, aunque constituye una hipótesis
atractiva, requiere todavía confirmación experimental.
Los resultados obtenidos permiten afirmar que Cap3B posee las dos actividades
necesarias para la síntesis capsular, es decir, que cataliza la transferencia al polisacárido
tanto de los residuos de G]c como de los de GIcA. Un hecho similar ha sido descrito
también en el caso de la proteína HasA de 5. pyagenes, puesto que es la única enzima
imprescindible -—suponiendo que el huésped contenga los precursores requeridos— para la
formación de ácido hialurónico, tanto en E. cali como en E. jáeca/is (DeAngelis y cois.,
1 993a; DeAngelis y Weigel, 1994). Así, Cap3B sintetizaría el polisacárido capsular de
serotipo 3 a partir de UDP-Glc, presente en todos los microorganismos ya que desempeña
un papel fundamental en el metabolismo de la gran mayoría de oligo y polisacáridos, y de
UDP-GIcA, cuya presencia ya había sido descrita en E. cali (Lieberman y cols., 1970).
La producción máxima de polisacárido de serotipo 3 obtenida en E. cok correspondería a
un 1 a 5% de la observada en la cepa original 406 de neumococo (apartado 7.2.4 de
Resultados). Asimismo, encontramos que la síntesis capsular de la cepa 406 da lugar a la
formación de 1 0 a 50 ~.xgde polisacárido por cada 1 0~ células, Jo cual coincide con
observaciones previas que señalaban una producción de 1 5 ~g por cada 1 0~ células
(MacLeod y Krauss. 1953). La diferencia observada entre la producción de polisacárido de
serotipo 3 observada en neumococo y en E. cali podría deberse a una diferente actividad de
la UDP-GIcDH en ambos sistemas, que haría de la concentración de UI)P-GIcA el factor
limitante en la producción de polisacárido en E. cali. Esta sugerencia supondría que la
actividad de Cap3A en neumococo debe ser significativamente mayor que la de la UDP-
GIcDH de E. coil aunque este punto no ha podido ser comprobado experimentalmente.
Schiller y cols. (1973) midieron la actividad LIDP-GIcDH en extractos crudos de E. col],
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encontrando una actividad específica de 0,026 U por mg de proteína; sin embargo, una
valoración similar no se ha podido realizar utilizando extractos de neumococo, debido a la
presencia, ya comentada, de una elevada actividad NADH oxidasa en 5. pneumarnae.
Por otro lado, se obtuvo el plásmido recombinante pLSE3B, por donación del gen capiA
en el plásmido pLSEI, capaz de replicar en neumococo (Fig. 33, apartado 7.2.5 de
Resultados). En este plásmido recombinante la transcripción del gen capRA se encuentra
bajo el control del promotor del gen que determina la resistencia a tetraciclina. Este
plásmido fue introducido por transformación en estirpes de neumococo pertenecientes a
cuatro serotipos distintos: 1, 2, 5 y 8. Las estirpes de los serotipos 2, 5 y 8 contienen GIcA
en su polisacárido capsular, mientras que las de serotipo 1 contienen GalA (Tabla 1,
apartado 7 de Introducción), cuyo precursor, UDP-GaIA, se síntetiza a partir de UDP-GIcA
en una reacción catalizada por la enzima UDP-GaIA epimerasa (Smith y cols., 1 958a).
Observamos que las cepas transformantes, que contienen el plásmido pLSE3B, presentan un
fenotipo ‘binario’, es decir, sintetizan polisacárido capsular perteneciente a dos serotipos
distintos, el original de la cepa parental y el de serotipo 3 (Fig. 34). La formación de
fenotipos ‘binarios’ ya había sido observada anteriormente, como se indica en el apartado
7.2 de Introducción, pero en aquel caso, dicho fenotipo era consecuencia de un proceso de
recombínación inusual mediante el cual los genes capsulares del DNA donador se insertan
en el cromosoma en un lugar distinto al que contiene los genes capsulares de la cepa
receptora. Por tanto, esta recombinación no implica la sustitución de un grupo de genes
capsular por otro, sino que los dos grupos están presentes en la misma célula y cada uno
dirige la síntesis de su propio polisacárido. En nuestro caso, por el contrario, el fenotipo
‘binario’ se debe a que la proteína Cap3B sintetiza el polisacárido capsular de serotipo 3 a
partir de UDP-Glc y UDP-GlcA producidos por la cepa receptora. La aparición de estas
estirpes ‘binarias’ apoya nuevamente la sugerencia de que el polisacárido capsular en
neumococo es transportado mediante sistemas que no son específicos de un determinado
serotipo. Por tanto. al igual que sucede en microorganismos Gram-negativos, los genes que
dirigen las funciones de transporte podrían ser comunes a diferentes serotipos aunque no se
ha demostrado que sean adyacentes a los genes biosintéticos, como ocurre en el caso de las
bacterias Gram-negativas. En cualquier caso, nuestros resultados y los obtenidos en 8.
pyogeflcs (DeAngelis y cols., 1 993a; DeAngelis y Weigel, 1994) sugieren la existencia de
sistemas alternativos para transportar los polisacáridos a la superficie bacteriana en cepas
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que tiene inactivadas las ORFs que flanquean a los genes específicos. Cuando se utilizaron
como cepas receptoras las estimes MII y M3 1, dos estirpes rugosas derivadas de R6
(Tabla 3). los transformantes Lin’~ obtenidos con pLSE3B sólo expresaron una cápsula de
tipo 3 (Fig. 34). La cepa R6 es un clon altamente transformable obtenido a partir de R36A
[la estirpe clásica S2’ aislada por Avery y cols. (1944)] (Ottolenghi y I-iotchkiss, 1962).
Algunos investigadores han sugerido que tanto R36A como R6 podrían ser mutantes de
deleción (Ravin, ¡959; Kohoutova. 1961) y estar tal vez afectados al menos en el gen (o
genes) de polimerización del polisacárido de tipo 2 (Bernheimer y cols., 1967). De hecho,
Smith y cols. (1957a; 1959a, b) no encontraron en estas cepas defecto bioquímico alguno
que indicara la carencia de alguno de los monosacáridos componentes de ese tipo de
cápsula. Por otra parte, previamente se habia afirmado que lo que se denominaba ‘sistema
sintetizador’ de la cápsula de serotípo 3 —es decir, la proteína Cap38— requiere para su
actividad la presencia de polisacárido capsular de serotipo 3 preformado, que actuaría como
cebador de la polimerización, y que esta actividad estaría relacionada con la cantidad de
polisacárido presente (Smith y cols., 1961 b). Sin embargo, en nuestro trabajo hemos
comprobado que la enzima Cap3B actúa sin necesidad de dicho cebador ya que,
lógicamente, tanto E. cali como las estirpes de neumococo de los serotipos 1, 2, 5 y 8 no
contienen polisacárido de serotipo 3.
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1 ~osgenes capsulares se encuentran situados en un fragmento Sacll de 60 kb del
cromosoma de 8. pneumoniae —correspondiente al n0 12 del mapa fisico del genoma
de la estirpe R6—- que, a su vez, está incluido en un fragmento Sinaí de 290 kb. Al
contrario de lo que han afirmado otros autores, la región de DNA situada en posición
3’ con respecto al gen lytA de neumococo no contiene ningún gen implicado en la
biosíntesis capsular de serotipo 3.
2.- En el cromosoma de £ pneumoniae existen repeticiones de algunos fragmentos de ¡a
zona situada en posición 5’ respecto a los genes capsulares. Esta —o éstas—
repeticiones se encuentran localizadas en el fragmento Smal de 52 kb que contiene el
gen recP.
3.- A ambos lados del operón de síntesis capsular existen regiones comunes a algunos
serotipos, que no parecen estar implicados en los procesos de biosíntesis de la cápsula
de serotipo 3.
4.- La región situada en posición 3’ con respecto a los genes capsulares contiene restos
de genes que parecen ser consecuencia de una sede de eventos de inserción o escisión
génica, posiblemente mediados por una secuencia de inserción, la cual también ha
resultado truncada posteriormente. Uno de los genes afectados por estos sucesos es el
que habría constituido anteriormente el cuarto gen del operón cap3. que ha resultado
truncado en su extremo 3’.
5.- Los genes responsables de la síntesis del polisacárido capsular de serotipo 3 de 5’.
pneumarñae constituyen una única unidad de transcripción, denominada operón cap3,
que consta de tres genes específicos. Unicamente los dos primeros genes del operón,
cap3A y cap3B. son imprescindibles para la biosíntesis capsular mientras que el
tercero de ellos, cap3C, aunque prescindible, interviene también en los procesos que
conducen a la formación de la cápsula.
14’?
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6.- El gen capÁ? codifica una proteína de aproximadamente 35 kDa con actividad UDP-
Glc pirofosforilasa, es decir, que cataliza la síntesis de UDP-Glc a partir de Glc-l-P y
UTít
7.- El gen cap3A codifica una enzima de aproximadamente 47 kDa que ha sido expresada
en E. col! siendo identificada como una IJDP-Glc deshidrogenasa que cataliza la
oxidación de UDP-Glc a UDP-GIcA.
8.- ConfIrmando resultados clásicos, se ha visto que la gran mayoría de las mutaciones
espontáneas que producen un fenotipo rugoso en estirpes de serotipo 3 tiene lugar en
el gen cap3A. Ello es probablemente consecuencia de que la pérdida total de la
actividad de Cap3B sólo es posible previa mutación de cap3A.
9.- La proteína Cap3A utiliza NAD como cofactor en la reacción de formación de UDP-
GIcA, reduciéndolo a NADH: tiene un pH óptimo de 9 y una temperatura óptima de
300C. La catálisis enzimática llevada a cabo por Cap3A está mediada por grupo(s)
sulfidrilo.
1 0.- El gen cap3B codifica una proteína de aproximadamente 50 kDa con doble actividad
glicosil transferasa, es decir, que cataliza la transferencia de los dos azúcares
componentes del polisacárido capsular de tipo 3, Glc y GIcA, a la cadena
polisacáridica en formación.
11 .- La proteína Cap3B, cuando se sintetiza en una estirpe de E. col!, dirige la producción
de polisacárido capsular de serotipo 3 de neumococo, a partir de IJDP-Glc y UDP-
GIcA de la propia bacteria. Una parte sustancial de este polisacárido es transportado a
través de La membrana interna hasta el espacio periplásmíco.
12.- La proteína Cap3 B cataliza la producción de cápsula de tipo 3 en estirpes de
neumococo de otros serotipos capaces de sintetizar UDP-GIcA, Esta síntesis es
simultánea a la del polisacárido capsular del serotipo original en estirpes receptoras
capsuladas. lo cual conlíeva la aparición de estirpes con un fenotipo ‘binario
14$
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